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1 Zusammenfassung
Die Induktion einer lang anhaltenden, systemischen T-Zell-Immunität ist ein wichtiges
Ziel der Tumorimmuntherapie. Bispezische Antikörper (bsAk), die keinen intakten Fc-
Teil besitzen, bringen T-Zellen in unmittelbare Nähe von Tumorzellen und können da-
durch die Lyse der Tumorzellen induzieren. Dieser Vorgang wird allerdings nicht von
der Entstehung eines T-Zell-Gedächtnisses begleitet. Im Gegensatz dazu rekrutieren tri-
funktionale bsAk, die einen intakten Fc-Teil besitzen, nicht nur T-Zellen, sondern auch
akzessorische Immunzellen über die Bindung an aktivierende Fcγ-Rezeptoren (FcγR).
In der vorliegenden Doktorarbeit konnte zum ersten Mal gezeigt werden, dass bei der
Behandlung mit trifunktionalen bsAk ein Vakzinierungseekt stattndet, der in der Ent-
stehung einer polyvalenten T-Zell-Antwort resultiert. Dies wird durch die eziente Akti-
vierung akzessorischer Immunzellen ermöglicht, wodurch zusätzlich benötigte Signale für
eine vollständige T-Zell-Aktivierung geliefert werden und auÿerdem die Präsentation von
Tumorantigenen gegenüber T-Zellen sichergestellt wird. Es konnte gezeigt werden, dass
die eektive Behandlung mit einem trifunktionalen bsAk, der an CD3 auf T-Zellen und
an das Gangliosid GD2 auf einer murinen Melanomzelllinie bindet, sowohl von CD4+-, als
auch von CD8+-T-Zellen abhängig war. Mäuse, die eine Therapie mit einem trifunktiona-
len bsAk überlebt hatten, konnten ein erneutes Reinokulum von Tumorzellen abstoÿen,
hatten also ein immunologisches Gedächtnis entwickelt. Aus den behandelten Mäusen
konnten Tumor-spezische T-Zellen isoliert werden, womit der formelle Nachweis eines
T-Zell-Gedächtnisses, induziert durch den trifunktionalen bsAk, erbracht war.
Der trifunktionale bsAk aktivierte CD11c+-Zellen in vivo und war in der Induktion
einer systemischen Immunantwort dem korrespondierenden F(ab)2-Fragment überlegen.
Durch Restimulation von Milz- und Lymphknoten-Zellen in vitro konnten T-Zell-Linien
generiert werden, die als spezische Reaktion gegen Melanomzelllinien IFN-γ produzier-
ten. Die T-Zellen, die durch Behandlung mit dem trifunktionalen bsAk entstanden waren
erkannten Tumor-spezische Peptide, die von Melanom-assoziierten Antigenen abgeleitet
waren. Der trifunktionale bsAk induzierte also eine polyvalente T-Zell-Antwort. In vitro
restimulierte, Tumor-spezische T-Zellen waren auÿerdem sowohl in vitro als auch in vivo
funktionell. Durch Behandlung mit dem korrespondierenden F(ab)2-Fragment konnten
keine Tumor-spezischen T-Zellen induziert werden. Somit konnten durch die Ergebnisse
der vorliegenden Doktorarbeit zum ersten Mal die Existenz Tumor-spezischer T-Zellen
nach Behandlung mit einem trifunktionalen bsAk nachgewiesen und Antigen-Spezitäten
dieser T-Zellen deniert werden.
In einem In-vitro-Kokulturmodell konnte zudem gezeigt werden, dass eine eektive, durch
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den bsAk ausgelöste T-Zell-Aktivierung und eine Elimination von Tumorzellen nur in Ge-
genwart von Dendritischen Zellen (DZ) zustande kam. Basierend auf diesen Ergebnissen
konnte eine Möglichkeit zur Verbesserung der Therapie mit bsAk durch Kombination von
bsAk mit in vitro generierten DZ aufgezeigt werden, die der alleinigen Therapie mit bsAk
deutlich überlegen war.
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2 Abkürzungen
APZ Antigen-präsentierende Zelle
BrdU Bromdesoxyuridin
bsAk bispezischer Anitkörper
CD Cluster of Dierentiation
cDNS komplementäre (complementary) DNS
CTL Cytotoxic T Lymphocyte (zytotoxische T-Zelle)
CTLA-4 Cytotoxic T-Lymphocyte Associated Antigen 4
DMSO Dimethylsulfoxid
DNS Desoxyribonukleinsäure
DZ Dendritische Zelle
EDTA Ethylendiamintetraessigsäure
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
EpCAM Epithelial Cell Adhesion Molecule
FACS Fluorescence Activated Cell Sorting
Fc-Teil Teil der konstanten Kette des Antikörpers
FcγR Fcγ-Rezeptor
FITC Fluoresceinisothiocyanat
FKS fetales Kälberserum
GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor
gp Glykoprotein
Gy Gray
HPRT Hypoxanthin-Phosphoribosyl-Transferase
IFN Interferon
Ig Immunglobulin
IL Interleukin
i.p. intraperitoneal
I.U. International Unit (Internationale Einheit)
LK Lymphknoten
LPS Lipopolysaccharid
MAGE Melanoma Antigen Gene
MHC Major Histocompatibility Complex
NK-Zellen Natürliche Killerzellen
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PBS Phosphate Buered Saline
PE Phycoerythrin
PI Propidiumiodid
PMA Phorbolmyristatacetat
PRR Pattern-Recognition Receptor
RNS Ribonukleinsäure
RPMI 1640 Roswell Park Memorial Institute Medium 1640
RT-PCR Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction
TAA Tumor-assoziiertes Antigen
Tc zytotoxische (cytotoxic) T-Zelle
TGF Transforming Growth Factor
Th T-Helferzelle
TNF Tumornekrosefaktor
Treg regulatorische T-Zelle
Trp2 Tyrosinase-related protein 2
TZR T-Zell-Rezeptor
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Teil I
Einleitung
3 Das Immunsystem
Unser Körper ist permanent Organismen ausgesetzt, die geschluckt oder eingeatmet wer-
den oder unsere Haut und Schleimhäute durchdringen und die, wenn sie pathogen sind
und unsere Abwehrbarrieren durchbrochen haben, Krankheiten auslösen können. Im Lau-
fe der Evolution hat sich in höheren Lebewesen ein ezientes Immunsystem entwickelt,
das in der Lage ist, Selbst von Fremd zu unterscheiden und uns damit vor Krankheits-
erregern zu schützen. Es besteht aus einem komplexen Netzwerk von zellulären Systemen
und humoralen Faktoren. Eine grundlegende Einteilung unterscheidet das angeborene Im-
munsystem, das phylogenetisch älter ist, und das adaptive Immunsystem, das sich durch
antigenspezische Immunantworten von T-und B-Zellen auszeichnet (Parkin und Cohen,
2001; Vollmar und Dingermann, 2005; Murphy u. a., 2008).
3.1 Das angeborene Immunsystem
Teil des angeborenen Immunsystems sind zum einen die physikalischen, chemischen und
mikrobiologischen Barrieren der Haut und Schleimhäute mit ihren schützenden Oberä-
chenepithelien. Zum anderen wird die angeborene Immunantwort durch eine Reihe von
löslichen Faktoren - dem Komplementsystem, Zytokinen und Akutphase Proteinen - und
zellulären Eektoren - den neutrophilen Granulozyten, Monozyten, Makrophagen, Den-
dritischen Zellen (DZ) und Natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) - vermittelt (Parkin und
Cohen, 2001; Murphy u. a., 2008). Charakteristisch für die angeborene Immunantwort
ist eine schnelle Beseitigung von eingedrungenen, körperfremden Mikroorganismen ohne
vorherigen Kontakt.
In frühen Stadien einer Infektion oder Gewebeverletzung sezernieren aktivierte Ma-
krophagen eine Reihe von löslichen Botenstoen, die Zytokine und Chemokine. Dadurch
werden als erste Zellpopulation neutrophile Granulozyten an den Ort der Infektion ge-
lockt, um Pathogene direkt zu elimineren. Später werden auch Monozyten und unreife
DZ mobilisiert. Schädliche Mikroorganismen oder ihre Produkte, wie zum Beispiel das
von gramnegativen Bakterien produzierte LPS, werden vom angeborenen Immunsystem
bei diesen ersten Schritten der Immunantwort über keimbahnkodierte Rezeptoren, die
Mustererkennungsrezeptoren (Pattern-Recognition Recpetors, PRR), erkannt. Nach Ak-
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tivierung der Signalkaskaden wird eine Immunantwort unter Beteiligung verschiedener
Immuneektorzellen induziert.
Dendritische Zellen
Dendritische Zellen stellen eine besondere Population unter den Leukozyten dar. Sie
verbinden angeborene und erworbene Immunität miteinander, da sie die Fähigkeit haben,
beide zu aktivieren und zu kontrollieren (Granucci u. a., 2008).
DZ sind in hoher Frequenz in Geweben zu nden, die eine Kontaktäche zur Auÿenwelt
darstellen, zum Beispiel in der Lunge, dem Darm und in der Haut. Dort können sie Zellen
des angeborenen Immunsystems, beispielsweise NK-Zellen, aktivieren, wenn es zu Kontakt
mit einem Pathogen kommt.
Eine besondere Rolle spielen DZ in der Induktion der adaptiven Immunantwort. Unter
den Antigen-präsentierenden Zellen (APZ) stellen DZ die potentesten T-Zellaktivatoren
dar. Unreife DZ, die eine besonders gute Fähigkeit zur Phagozytose haben, präsentieren
körpereigene Antigene gegenüber T-Zellen, was zur Anergie der T-Zellen führt. Werden DZ
aktiviert, zum Beispiel im Rahmen einer Entzündung, durch virale oder bakterielle Pro-
dukte oder durch proinammatorische Zytokine, durchlaufen sie einen Reifungsprozess.
Sie exprimieren vermehrt kostimulatorische B7-Moleküle (CD80 und CD86), Adhäsions-
und MHC-Moleküle auf ihrer Oberäche, produzieren Zytokine und werden zu ezienten
Aktivatoren von T-Zellen (Palucka u. a., 2010; Nencioni und Brossart, 2004).
Die Rolle der DZ im Rahmen der T-Zellaktivierung wird im Folgenden noch genauer
erläutert.
3.2 Das adaptive Immunsystem
Wie schon bei der Beschreibung des angeborenen Immunsystems angemerkt, tragen Zyto-
kinmilieu und kostimulatorische Moleküle der angeborenen Immunantwort zur Induktion
einer adaptiven Immunreaktion bei. Charakteristisch für das adaptive Immunsystem ist
die spezische Erkennung von Antigenen durch Immunglobuline (in membranständiger
Form sind das die B-Zellrezeptoren), und von T-Zellrezeptoren (TZR).
Die zielgerichtete Antwort des adaptiven Immunsystems nach der Erkennung eines
Antigens läuft in zwei Stufen ab. Erst kommt es zum Priming, zur Aktivierung und zur
Dierenzierung der T- oder B-Zelle, die das Antigen spezisch erkannt hat. Dieser Schritt
spielt sich in spezialisierten lymphoiden Geweben ab. Danach läuft die Eektorantwort ab,
entweder durch aktivierte T-Zellen, die den Lymphknoten verlassen und in das Gebiet der
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Erkrankung wandern, wo sie ihre Eektorfunktionen ausüben, oder durch die Sekretion
von Antikörpern durch aktivierte, antigenspezische B-Zellen (Parkin und Cohen, 2001).
B- und T-Zellen entwickeln sich aus Vorläuferzellen im Knochenmark. Während B-
Zellen für die Dauer ihrer Entwicklung im Knochenmark bleiben, wandern T-Zellen zu ei-
nem frühen Zeitpunkt als Thymozyten in den Thymus, wo ihre weitere Entwicklung statt-
ndet. In der frühen Entwicklung der T-und B-Zellen, bevor es zu Antigenkontakt kommt,
entsteht ein riesiges Repertoire an T-Zellrezeptoren und Immunglobulin-Spezitäten. Die-
ses ist ausreichend, um die Zahl der Pathogene, mit denen die Zellen im Laufe eines Lebens
in Kontakt kommen, abdecken zu können (Parkin und Cohen, 2001).
T-Zellen
Der TZR bindet an lineare Peptide, die der T-Zelle im Zusammenhang mit einem
Selbst-MHC-Molekül von professionellen APZ, zum Beispiel DZ, präsentiert werden. Nai-
ve, antigenspezische T-Zellen durchqueren kontinuierlich die lymphatischen Gewebe. Sie
tragen Rezeptoren, die Adhäsionsmoleküle binden, und können dadurch in Lymphknoten
eindringen, bei deren Durchquerung sie vorübergehend an eine Vielzahl von APZ binden.
APZ wandern nach Aktivierung beispielsweise an einem Entzündungsherd in LK und Milz
ein, nachdem sie Antigen aufgenommen und prozessiert haben, das sie dann als Peptide
präsentieren. Trit eine T-Zelle auf eine APZ, die das Antigen trägt, an das der TZR der
T-Zelle bindet, dann erfolgt ihre Aktivierung im Laufe von 2-3 Tagen (Murphy u. a., 2008;
Abbas und Lichtman, 2005).
Die Aktivierung einer naiven T-Zelle bedarf mehrerer Signale. Das erste Signal wird
durch die Bindung des MHC-Peptid-Komplexes an den TZR geliefert. Dabei binden die
unterschiedlichen MHC-Klassen an unterschiedliche Korezeptoren auf den T-Zellen. Über
MHC-I werden vor allem intrazelluläre Peptide präsentiert. MHC-I interagiert mit dem
Korezeptor CD8 auf T-Zellen. CD8-T-Zellen werden auch als zytotoxische T-Zellen (cy-
totoxic T-Lymphocytes, CTL) bezeichnet, da sie direkt zytotoxisch gegen fremde oder
inzierte Zellen wirken können, wenn sie diese über MHC-I-Peptid-Komplexe auf deren
Oberäche erkennen.
Extrazelluläre Peptide werden von APZ über MHC-II präsentiert, das an CD4 auf T-
Zellen bindet. CD4-T-Zellen werden auch T-Helferzellen genannt, da sie vor allem regula-
torisch auf andere Zellen wirken. Weitere notwendige Signale zur Aktivierung der naiven
T-Zellen werden durch kostimulatorische Moleküle, zum Beispiel durch die B7-Moleküle
(CD80, CD86) auf aktivierten DZ, bereitgestellt, die an CD28 auf T-Zellen binden (Abb.
1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Induktion einer Immunantwort (Pleyer und
Ritter, 2003). Nach Erkennung eines Antigens erfolgt die Aktivierung von T-Zellen über
die Interaktion zwischen TZR und MHC (Signal 1) und kostimulatorische Moleküle
(CD80, CD86, die an CD28 binden, Signal 2). Die aktivierten T-Zellen sezernieren wie-
derum Zytokine und locken damit Makrophagen, B-Zellen, CTLs und NK-Zellen an und
aktivieren diese.
Nach Aktivierung der naiven T-Zelle wird zuerst deren Teilung (klonale Proliferation)
angeregt, damit sich die Zahl der antigenspezischen T-Zellen erhöht, die dann Eek-
torfunktionen ausüben können. Die Eektorfunktionen der verschiedenen T-Zellen unter-
scheiden sich deutlich voneinander. CD4+-T-Zellen können nach Aktivierung durch die
Sekretion ihrer Zytokine in zwei Gruppen eingeteilt werden: die Th1- und die Th2-Zellen.
Th1-Zellen werden durch IFN-γ und IL-12 aktiviert und produzieren IL-2, IFN-γ und
TNF. Sie aktivieren Makrophagen und CD8+-CTL und führen damit zu einer zellulären
Immunantwort.
Induziert durch IL-4 entwickeln sich CD4+-T-Zellen dagegen zu Th2-Zellen, die B-
Zellen eektiv aktivieren können und so zu einer humoralen Immunantwort beitragen.
Th2-Zellen sezernieren IL-4, IL-5, IL-10 und TGF-β. Die Produktion von Zytokinen wie
IL-3 und GM-CSF erfolgt durch beide Populationen.
Die Zytokine der verschiedenen Subpopulationen beeinussen sich auch gegenseitig.
IFN-γ inhibiert die Entwicklung von Th2-Zellen, IL-10 und TGF-β können die Akti-
vierung von Th1-Zellen verhindern. Bei einem wiederholten Antigenkontakt erfolgt eine
wesentlich schnellere und eektivere T-Zellantwort durch die Expansion von Gedächtnis-
zellen. Das Überleben solcher Gedächtniszellen ist das Resultat einer aktiven Immunisie-
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rung und bietet Schutz gegen Erreger, die wiedererkannt werden. Ebenso entwickeln sich
auch B-Gedächtniszellen, die bei wiederholtem Erregerkontakt schnell spezische Anti-
körper produzieren (Parkin und Cohen, 2001; Murphy u. a., 2008; Abbas und Lichtman,
2005).
4 Tumorimmunologie
4.1 Immunüberwachung und Immun-Editing
Die Erkenntnis, dass das Immunsystem eine groÿe Rolle in der Entwicklung von Krebser-
krankungen spielt, ist das Ergebnis jahrzehntelanger Forschungen. Bereits um 1900 stellte
Paul Ehrlich die Hypothese auf, dass Krebserkrankungen in langlebenden Organismen
sehr verbreitet wären, wenn das Immunsystem nicht einen protektiven Einuss gegen sie
ausüben würde (Ehrlich, 1909).
Nach dem heutigen Stand der Forschung spielt das Immunsystem eine doppelte Rolle
in der Entstehung von Tumoren. Einerseits zerstört es entartete Zellen, andererseits se-
ligiert es Tumorzellen, die in einem immunkompetenten Organismus überleben können.
Der Beitrag des Immunsystems in der Tumorentwicklung wird in der Theorie des Immun-
Editing beschrieben, die die Tumorentstehung in drei Phasen aufgliedert (Stutman, 1974;
Dunn u. a., 2002; Schreiber u. a., 2011):
Die erste Phase ist die Eliminationsphase, in der entstehende Tumorzellen vom Im-
munsystem erkannt und beseitigt werden (Schreiber u. a., 2011).
In der darauf folgenden Gleichgewichtsphase, dem Äquilibrium, wird der Tumor vom
Immunsystem in Schach gehalten. Da die Tumorzellen allerdings Mutationen und einer
Selektion durch das Immunsystem unterliegen, werden sie in der dritten Phase, der Eva-
sion, vom Immunsystem nicht mehr erkannt. Einer der am besten untersuchten Evasi-
onsmechanismen ist der Verlust von Tumorantigenen auf der Tumorzelloberäche, ein
Mechanismus, der das Ausbleiben einer antigenspezischen Immunantwort zur Folge hat
(Schreiber u. a., 2011).
4.2 Tumorimmuntherapie
Die klassischen Säulen der Krebstherapie sind Chirurgie, Strahlentherapie und Chemothe-
rapie. Ein groÿes Problem dieser Therapien ist das Weiterbestehen minimaler Resterkran-
kungen, die in vielen Patienten zum Rezidiv führen. Um diese Problematik zu umgehen,
werden neuere Therapieformen angewandt und erforscht, wie die Immuntherapien, die
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eine Immunantwort gegen Krebserkrankung induzieren oder verstärken sollen (Sharma
u. a., 2011).
Obwohl sich in den letzten Jahrzehnten das Wissen über die Interaktionen zwischen
Tumoren und dem Immunsystem beträchtlich vermehrt hat, gibt es immer noch viele
Hindernisse zur Erreichung von erfolgreichen und weitläug eingesetzten Immuntherapi-
en. Ein Problem stellt beispielsweise die Evaluation einer eektiven Immuntherapie in
klinischen Studien dar. Bei Patienten mit groÿer Tumorlast wird die Immuntherapie für
weniger ezient erachtet, da man von einem Zusammenhang zwischen der Gröÿe des
Tumors und der Suppression des Immunsystems ausgeht. In Studien mit Patienten in
fortgeschrittenen Stadien wirkt sich dieser Zusammenhang negativ auf den Erfolg der
Therapie aus (Lesterhuis u. a., 2011; Sharma u. a., 2011).
Trotzdem gibt es inzwischen eine Reihe von vielversprechenden Immuntherapien, die
entweder schon zugelassen sind oder in klinischen Studien getestet werden. Dazu gehören
(Lesterhuis u. a., 2011):
• virale und zelluläre Vakzine,
• Zytokine, wie IL-2 und IFN-α,
• adoptiver Transfer von tumorspezischen T-Zellen,
• zielgerichtete Agenzien, wie zum Beispiel Antikörper. Diese sind meist gegen über-
exprimierte Antigene auf Tumorzellen gerichtet. Ein prominenter Vertreter ist hier
beispielsweise der monoklonale anti-CD20-Antikörper Rituximab (McLaughlin u. a.,
1998). Antikörper können aber auch Zielantigene auf Immunzellen binden, wie der
kürzlich von der FDA zugelassene Antikörper Ipilimumab (Minchom u. a., 2011), der
an das zytotoxische T-Lymphozyten-assoziierte Antigen 4 (CTLA-4) bindet und da-
mit eine Inhibition von T-Zellen verhindert.
4.3 Trifunktionale bispezische Antikörper
Die Behandlung von Krebserkrankungen mit Antikörpern ist sehr vielversprechend, was
sich schon daran zeigt, dass in den letzten 20 Jahren mehr als 30 Antikörper und Im-
munglobulinderivate für eine groÿe Zahl von Indikationen zugelassen wurden (Beck u. a.,
2008). Da viele Patienten oft nur partiell auf die Antikörpertherapie ansprechen, wer-
den verschiedene Ansätze verfolgt, um die Funktion der Antikörper zu verbessern, wie
beispielsweise die Optimierung der Antikörperstrukturen (Chames und Baty, 2009; Beck
u. a., 2008).
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Eine Gruppe von sehr aussichtsreichen Kandidaten für die Tumorimmuntherapie sind
bispezische Antikörper (bsAk) (Peipp und Valerius, 2002; Chames und Baty, 2009). Diese
Konstrukte enthalten zwei Bindungsarme, von denen einer gegen ein Tumor-assoziiertes
Antigen (TAA), der andere gegen ein Oberächenmolekül einer immunologischen Eek-
torzelle gerichtet ist (Fanger und Guyre, 1991). Durch diesen Aufbau sind bsAk in der
Lage, Immunzellen gegen den Tumor zu redirigieren und die spezische Abtötung von
Tumorzellen zu induzieren. Herkömmliche bsAk können nur einen Typ von Eektorzellen
binden, beispielsweise T-Zellen (Fanger und Guyre, 1991), NK-Zellen (Weiner u. a., 1995)
oder Fcγ-Rezeptor positive Zellen (Valerius u. a., 1997).
Trifunktionale bispezische Antikörper sind intakte bsAk, die aus einer speziellen
Isotyp-Kombination mit Hilfe der Quadromtechnologie hergestellt werden (Lindhofer u. a.,
1995; Zeidler u. a., 1999; Ruf und Lindhofer, 2001). Dabei werden ein Maus-IgG2a- Hybri-
dom mit einer Spezität für ein TAA und ein Ratte-IgG2b-Hybridom mit einer Spezität
für CD3 miteinander fusioniert. Die entstehenden Quadrome liefern einen hohen Ertrag
des gewünschten bsAk-Konstrukts, da es zu einer präferenziellen Spezies-restringierten
Paarung von schweren und leichten Ketten kommt (Lindhofer u. a., 1995). Falsch gepaar-
te Produkte lassen sich mit Hilfe einer Ein-Schritt-Reinigung über Protein-A-beladene
Säulen und eines pH-Gradienten entfernen (Lindhofer u. a., 1995).
Um T-Zellen eektiv zu aktivieren, sind mehrere Signale notwendig (Boussiotis u. a.,
1994; Linsley und Ledbetter, 1993). Trifunktionale bsAk liefern das erste Signal über die
Bindung an CD3. Die Besonderheit dieser Antikörper ist die zusätzliche Bindung an ak-
tivierende (FcγRI, IIa und III), aber nicht inhibierende (FcγRIIb) Fcγ-Rezeptoren auf
akzessorischen Immunzellen (Lindhofer u. a., 2011). Die aktivierten APZ liefern durch
Zytokinsekretion und Hochregulierung von kostimulatorischen Molekülen die fehlenden
Signale zur T-Zellaktivierung. Dieser Prozess geschieht in unmittelbarer Nähe der Tu-
morzellen, an die der bsAk über seinen zweiten Arm bindet. Es entsteht dadurch ein
Komplex aus Tumorzellen und Immunzellen, der sogenannte Tri−Zell−Komplex, und
durch die Aktivierung der unterschiedlichen Immunzellen kommt es zur Abtötung von
disseminierten Tumorzellen (Zeidler u. a., 1999, 2000).
Höchstwahrscheinlich phagozytieren und prozessieren aktivierte APZ auÿerdem Anti-
gene, die von abgetöteten Tumorzellen stammen, und präsentieren immunogene Peptide
gegenüber T-Zellen. So kommt es vermutlich neben der Vernichtung der Tumorzellen auch
noch zur Entwicklung eines immunologischen Gedächtnisses (Zeidler u. a., 2000; Ruf und
Lindhofer, 2001) (Abb. 2). Der formelle Nachweis für die Entstehung eines spezischen
Gedächtnisses wurde bisher allerdings noch nicht erbracht.
Eine Reihe von trifunktionalen bsAk ist derzeit in der Entwicklung und wird in kli-
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Abbildung 2: Der bsAk rekrutiert T-Zellen und APZ simultan in direkter Nähe zur Tu-
morzelle. Dadurch kommt es zur eektiven Aktivierung naiver T-Zellen, zum Abtöten von
Tumorzellen und zur Induktion eines immunologischen Gedächtnisses.
nischen Studien getestet. Diese Antikörper binden beispielsweise an die TAA Her2/neu
(Jäger u. a., 2009) und CD20 (Buhmann u. a., 2009). Der erste für die Behandlung zu-
gelassene bsAk weltweit, Catumaxomab, bindet an das epitheliale Zelladhäsionsmolekül
(EpCAM), das beispielsweise auf Ovarial-, Colon-, Prostata- und Lungenkarzinomen meist
überexprimiert ist. Catumaxomab wird derzeit für die Behandlung von malignem Ascites
eingesetzt (Linke u. a., 2010).
Weitere potenzielle Tumorantigene stellen Ganglioside dar. Diese sind auf Tumoren
neuroektodermalen Ursprungs, wie dem Gliom, dem Neuroblastom oder dem Melanom,
häug überexprimiert. Verschiedene Studien demonstrieren die Eignung einiger dieser zell-
wandverankerten Sphingolipide als Zielantigene in der Tumortherapie (Navid u. a., 2010;
Ragupathi u. a., 2003). Auch für den Einsatz von trifunktionalen bsAk sind Ganglioside
interessante Zielantigene. Die Fähigkeit eines solchen bsAk, naive T-Zellen in vitro zu
aktivieren und gegen Gangliosid-exprimierende Tumorzellen zu redirigiern, wurde bereits
demonstriert (Ruf u. a., 2004).
5 Aufgabenstellung
Die Fähigkeit verschiedener bsAk zur Aktivierung von T-Zellen und akzessorischen Im-
munzellen und zur Redirektion von T-Zellen gegen Tumorzellen konnte in vitro bereits
nachgewiesen werden (Ruf u. a., 2004; Zeidler u. a., 1999). Auÿerdem konnte im Maus-
modell gezeigt werden, dass intakte bsAk im Gegensatz zu Fragmenten, die den Fc-Teil
entbehren, in der Lage sind, ein immunologisches Gedächtnis zu induzieren, da mit bsAk
behandelte Mäuse in der Lage waren, eine wiederholte Tumorinokulation zu überleben
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(Ruf und Lindhofer, 2001).
Der formelle Beweis für die Entstehung eines spezischen T-Zellgedächtnisses durch
die Therapie mit bsAk wurde allerdings noch nicht erbracht. Ebenso sind auch die Spezi-
täten, die von potenziellen bsAk-induzierten T-Zellen erkannt werden, bislang unbekannt.
Um die Vakzinierungseekte trifunktionaler bsAk in vivo zu untersuchen, wurde der
Surrogat-Antikörper Surek entwickelt. Surek bindet an CD3 auf murinen T-Zellen und an
das Gangliosid GD2 auf Tumorzellen. B78-D14, eine murine Tumorzelllinie mit C57BL/6-
Hintergrund, die vom B16-Melanom abgeleitet ist, exprimiert dieses Gangliosid konstitu-
tiv (Haraguchi u. a., 1994) und wurde deshalb in dieser Arbeit als transplantierbarer
Tumor in einem Mausmodell verwendet.
Zuerst wurde die Kapazität des bsAk Surek in der Therapie von Mäusen analysiert,
um seine Funktionalität zu beweisen und damit die Grundvoraussetzung für die folgenden
Untersuchungen zu schaen. Die Charaktierisierung der zellulären Immunantwort nach
Therapie mit dem bispezischen Antikörper Surek wurde dann mit Hilfe eines Immunsie-
rungsmodels und In-vitro-Restimulationen von T-Zellen, die aus immunisierten Mäusen
isoliert wurden, untersucht.
Im Einzelnen sollten folgende Fragestellungen geklärt werden:
• Welche Eektorzellpopulationen sind für eine eziente Therapie mit Surek notwen-
dig?
• Zeigt sich nach Gabe von Surek in vivo eine Aktivierung von T-Zellen und akzesso-
rischen Immunzellen?
• Welche Art von T-Zellantwort (Th1 oder Th2) wird durch Surek induziert?
• Lassen sich tumorspezische T-Zellen nach Immunisierung nachweisen?
• Wenn es eine tumorspezische T-Zellantwort nach Immunisierung gibt, ist es dann
möglich, peptidspezische T-Zellen nachzuweisen, die typische, auf dem Melanom
überexprimierte Antigene erkennen?
• Sind diese T-Zellen funktionell?
• Welche Rolle spielen dendritische Zellen, die potentesten APZ des Immunsystems,
bei der Wirkweise des bsAk Surek?
• Lässt sich die Therapie mit Surek durch gleichzeitige Gabe syngener DZ verbessern?
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Teil II
Material und Methoden
6 Materialien
6.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien
Betrahlungsanlage HWM-D-200 (Strahlungsquelle: 137Caesium), GammaCell40, Ottawa,
Kanada
Brutschrank Hera cell 240, Heraeus Instruments, Hanau
Durchusszytometer LSR-II, Becton Dickinson, Heidelberg
Einmalpipetten 5/10/25 ml, Greiner bio-one, Frickenhausen
Einmalzählkammer C-Chip, Peqlab, Erlangen
ELISA-Lesegerät Sunrise, Tecan, Crailsheim
FACS-Röhrchen, klein, Greiner bio-one, Frickenhausen
Heizblock DRI-Block DB2A, Techne, Cambridge, Vereinigtes Königreich
Kryoröhrchen, Nunc, Wiesbaden
Lichtmikroskop Leica DMIL, Leica Microsystems, Heidelberg
Light-CyclerTM (Gerät und Kapillaren), Roche, Mannheim
LumaPlateTM -96, Perkin Elmer, Rodgau
Luminex Bio-PlexTM Systems, Bio-Rad, München
Mehrlochplatten, Becton Dickinson, Heidelberg
Milli-Q R©-Reinwasserherstellungssystem, Millipore, Schwalbach
Nanodrop Spectrometer, Peqlab, Erlangen
Pipetten Eppendorf/Gilson, Zentrallager Helmholtz-Zentrum, Neuherberg
Pipettenspitzen Gilson/Greiner, Zentrallager Helmholtz-Zentrum, Neuherberg
Plattenzentrifuge Labofuge 400, Heraeus Instruments, Hanau
Reaktionsgefäÿe 1,5/2 ml, Eppendorf, Hamburg
Röhrchen 15/20 ml, Becton Dickinson, Heidelberg
Sterilbank, BDK, Sonnenbühl-Genkingen
Stickstotank, Air liquid, Düsseldorf
Szintillationsmessgerät TOPCount, Canberra Packard, Dreireich
Wasserbad, Memmert, Schwabach
Zellsiebe, Becton Dickinson, Heidelberg
Zentrifuge, biofuge pico, Heraeus Instruments, Hanau
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Zentrifuge, Megafuge 1.0R, Heraeus Instruments, Hanau
6.2 Reagenzien und Chemikalien
Ammoniumchlorid, Merck, Darmstadt
Brefeldin A, eBioscience, Frankfurt
1-Brom-3-Chlor-Propan, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Chrom-51 (185 mBq), Hartmann Analytic, Braunschweig
CountBrightTM Absolute Counting Beads for ow cytometry, Invitrogen, Karlsruhe
DMSO, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
EDTA, Merck, Darmstadt
Formaldehyd 37 %, Carl Roth, Karlsruhe
FKS, Invitrogen, Karlsruhe
Geneticin, Invitrogen, Karlsruhe
Hygromycin, Invitrogen, Karlsruhe
Ionomycin (Calcium-Salz), Sigma-Aldrich, Taufkirchen
IC Fixation Buer, eBioscience, Frankfurt
Kaliumhydrogencarbonat, Merck, Darmstadt
Lipopolysaccharid (LPS), Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Live/Dead R© Fixable Blue-Lösung, Invitrogen, Karlsruhe
Natriumazid, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Natriumcarbonat, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
10x Permeabilization Buer, eBioscience, Frankfurt
Phorbol-12-Myristat-13-Acetat (PMA), Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Proleukin R© S (IL-2, human), Novartis, Nürnberg
PBS, Invitrogen, Karlsruhe
Propidiumiodid, Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Salzsäure, 1 M, Merck, Darmstadt
TRIReagentTM , Biozol, Eching
Trypanblau, Invitrogen, Karlsruhe
Tween 20, ICN, Eschwege
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6.3 Kits
BrdU-Proliferationsassay:
BD PharmingenTM BrdU Flow Kit, FITC, Becton Dickinson, Heidelberg
ELISA:
BD OptEIATM Mouse IFN-γ ELISA set, Becton Dickinson, Heidelberg
Luminex:
Bio-PlexTM Mouse Cytokine Th1/Th2 Assay, BioRad, München
PCR:
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR (AMV); Light Cycler Fast Start DNA
Master SYBR Green I, Roche, Mannheim
6.4 Medien und Puer
Basismedium:
RPMI 1640 ohne L-Glutamin
5 % FKS (hitzeinaktiviert) 100 U/ml Penicillin-G-Natrium und 100 µg/ml Dihydrostrep-
tomycinsulfat
2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
5 ml nichtessenzielle Aminosäuren (100x)
50 µM 2-Mercaptoethanol
alle Bestandteile von Invitrogen, Karlsruhe
Selektionsmedium:
RPMI 1640 ohne L-Glutamin
8 % FKS (hitzeinaktiviert)
0,4 mg/ml Geneticin
0,5 mg/ml Hygromycin
2 mM L-Glutamin
1 mM Natriumpyruvat
5 ml nichtessenzielle Aminosäuren (100x)
T-Zell-Medium:
Basismedium mit 10 % FKS
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DZ-Medium:
Basismedium mit 20 % FKS
Einfriermedium:
90 % FKS
10 % DMSO
Carbonatpuer (pH 9,5):
0,1 M Natriumcarbonat in Millipore-Wasser
FACS-Puer:
PBS mit
2 % FKS
2 mM EDTA
1 % Natriumazid
Lysepuer (pH 7,4):
8,25 g NH4Cl
1,00 g K2HCO3
37 mg Na-EDTA
H2O ad 100 ml
6.5 Antikörper und Multimere
6.5.1 Therapeutische Antikörper
Surek:
bispezischer Antikörper, hergestellt durch Quadromtechnologie (Ruf u. a., 2004; Lind-
hofer u. a., 1995)
• Klon: TRBs05W19-1-1
• Spezität: anti-human-GD2, anti-Maus-CD3
• Isotyp: Ratte-IgG2b x Maus-IgG2a
17A2:
parentaler Antikörper von Surek
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• Klon: 17A2-43
• Spezität: anti-Maus-CD3
• Isotyp: Ratte-IgG2b
Me361:
parentaler Antikörper von Surek
• Klon: Me361-3
• Spezität: anti-human-GD2
• Isotyp: Maus-IgG2a
F(ab)2-Surek:
bispezisches Antikörper-Fragment ohne Fc-Teil, gewonnen durch Verdau von Surek
mit Pepsin (Ruf und Lindhofer, 2001)
• Klon: TRBs05W19-1-1
• Spezität: anti-human-GD2, anti-Maus-CD3
• Isotyp: Ratte-IgG2b x Maus-IgG2a
Alle therapeutischen Antikörper wurden von Trion Research, Martinsried, zur Verfügung
gestellt.
6.5.2 Depletionsantikörper
RmCD4 (Reinecke u. a., 1994)
• Spezität: anti-Maus-CD4
• Isotyp: Ratte-IgG2b
RmCD8 (Reinecke u. a., 1994)
• Spezität: anti-Maus-CD8
• Isotyp: Ratte-IgG2b
TM-β1 (Adam u. a., 2005)
• Spezität: anti-IL2Rβ
• Isotyp: Ratte-IgG2b
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6.5.3 Antikörper für die Durchusszytometrie
Für durchusszytometrische Analysen wurden folgende, direkt markierte Antikörper ver-
wendet:
Tabelle 1: Antikörper für die Durchusszytometrie
Antigen Klon Isotyp Firma
CD3 145-2C11 Hamster IgG1, κ BD
TZRα/β 17A2 Ratte IgG2b eBioscience
CD8 53-6.7 Ratte IgG2a BD
CD4 RM4-5 Ratte IgG2a, κ BD
CD11c HL3 Hamster IgG1 BD
CD11b M1/70 Ratte IgG2b, κ BioLegend
CD19 6D5 Ratte IgG2a Serotec
NK1.1 PK136 Maus IgG2a, κ BD
CD69 H1.2F3 Hamster IgG1 BD
CD62L Mel-14 Ratte IgG2a, κ BD
CD86 PO3 Ratte IgG2b, κ eBioscience
CD83 Michel-19 Ratte IgG1, κ BioLegend
CD80 16-10A1 Hamster IgG2, κ BD
CD40 Mrz 23 Ratte IgG2a BioLegend
MHC-II 2G9 Ratte IgG2a BD
IFN-γ XMG-1.2 Ratte IgG1a, κ BioLegend
IL-12 C15.6 Ratte IgG1 BD
Ratte IgG (H+L) - Ratte F(ab)2 Jackson
6.5.4 Multimere
Trp2-spezisches Pro5 R© MHC-I-Pentamer, Fluorochrom: Phycoerythrin (PE), Proimmu-
ne, Oxford, Vereinigtes Königreich
MAGE-A5-spezisches MHC-I-Dextramer, Fluorochrom: PE, Immudex, Kopenhagen, Dä-
nemark
6.5.5 Panning-Antikörper
Für das T-Zellpanning wurden folgende Antikörper von Elisabeth Kremmer, Helmholtz-
Zentrum, München, zur Verfügung gestellt:
• anti-Maus-B220, Klon TIB146
• anti-Maus-IgM, Klon HB88
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• anti-Maus-κ, Klon HB58
6.6 Primer
Primer wurden von der Firma Metabion, Martinsried, bezogen.
Tabelle 2: Primer
Epitop Sequenz vorwärts Sequenz rückwärts
MAGE-A5 agggacattgtggactcagc aatcacagcagggaggacac
MAGE-AX gaggcctctgagtgcttgaa acctggggttagaagggaaa
p53 agagaccgccgtacagaaga ctgtagcatgggcatccttt
gp100 gcacccaacttgttgttcct gtgctaccatgtggcatttg
Trp2 agcagacggaacactggact gcatctgtggaagggttgtt
6.7 Peptide
Peptidsequenzen von Tumor-assoziierten Antigenen s. Ergebnisteil Tab. 3.
HY-Peptid: FNSNRANSS, (Scott u. a., 2000).
Alle Peptide wurden bei der Firma PSL, Heidelberg, gekauft.
6.8 Software
Zur Erfassung und Auswertung durchusszytometrischer Daten wurde die BD FACSDi-
va, Becton Dickinson, und die FlowJo analysis software, TreeStar Inc., Ashland, USA
verwendet. ELISA-Messungen wurden mit der SW MAGELLAN V6.4. Software, Tecan
Deutschland, Crailsheim, durchgeführt.
7 Methoden
7.1 Zelllinien, Dendritische Zellen, T-Zellen
Verwendet wurden Zelllinien auf C57BL/6-Hintergrund und primäre Zellen aus C57BL/6-
Mäusen.
Die Zelllinie B16F0 (LGC Standards GmbH, Wesel) (Fidler, 1975; Nicolson u. a., 1978)
wurde in Basismedium kultiviert.
Die vom B16F0-Melanom abgeleitete Zelllinie B78-D14 (Haraguchi u. a., 1994; Schra-
ma u. a., 2004) entstand durch Transfektion mit Genen, die für die β-1, 4-N- Acetyl-
galactosaminyltransferase und die α-Sialyltransferase kodieren und die Expression der
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Disialoganglioside GD2 und GD3 induzieren. B78-D14-Zellen wurden in Selektionsme-
dium kultiviert. Diese Zelllinie wurde von Trion Research, Martinsried, zur Verfügung
gestellt.
DZ wurden aus Vorläuferzellen aus Knochenmark generiert. Hierfür wurden Femora
und Tibiae der Mäuse freigelegt und das Knochenmark nach Entfernen der Epiphysen
mithilfe von Kanülen mit PBS aus den Diaphysen gespült. Die so erhaltene Zellsuspen-
sion wurde nach Lyse der Erythrozyten mit Lysepuer zweimal mit PBS gewaschen und
anschlieÿend in Basismedium mit 20 % FKS unter Zugabe von 100 ng/ml GM-CSF in
6-Loch-Platten ausplattiert (Strehl u. a., 1999). Mediumwechsel fand alle 2 Tage statt. An
Tag 7 wurden die DZ durch Zugabe von 1 µg/ml LPS für 16 h gereift. DZ wurden mittels
FACS-Analyse auf die Expression folgender Marker untersucht: CD11c, CD11b, MHC-II,
CD83, CD86, CD80 und CD40 (siehe Abb. 3).
Abbildung 3: Charakterisierung von DZ generiert aus KM an Tag 8, mit und ohne Reifung
durch LPS für 16 h. Eingegrenzt auf CD11c+-Zellen.
T-Zellen für Kokulturen wurden mittels anti-B220-, anti-IgM- und anti-κ-Panning von
Milzzellsuspensionen angereichert. Hierzu wurden je 5 µg/ml der Panning-Antikörper in 4
ml sterilem Carbonatpuer (0,1 M, pH 9,5) auf Petrischalen ausplattiert und über Nacht
bei 0◦ C inkubiert. Petrischalen wurden anschlieÿend mit PBS gewaschen. 4x107 Milzzellen
in 4 ml Basismedium wurden auf die Schalen gegeben und für 1 h bei 4◦ C inkubiert.
Zellsuspensionen wurden anschlieÿend mittels FACS-Färbungen mit Antikörpern gegen
CD19, CD3, CD11b und NK1.1. analysiert. So erhaltene T-Zellsuspensionen hatten eine
Reinheit von > 80 %.
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7.2 Tierversuche
Tiere wurden unter spezisch Pathogen-freien Verhältnissen in der Tierhaltung des Häma-
tologikums, Groÿhadern, gehalten. C57BL/6-Mäuse wurden von Taconic (Ry, Dänemark)
bezogen. Alle Tierversuche waren von der Regierung von Oberbayern genehmigt.
Alle Injektionen sowohl in Therapieversuchen als auch bei Immunisierungen erfolgten
intraperitoneal (i.p.).
Um die letale Dosis an B78-D14-Zellen zu ermitteln wurden Mäuse mit verschiedenen
Dosen B78-D14-Zellen inokuliert (s. Abb. 4A). Für Therapieversuche wurden an Tag 0
105 B78-D14-Zellen injiziert. Die Therapie erfolgte mit 10 µg Surek an Tag 2 und 10 oder
mit 50 µg Surek an Tag 2, 7 und 11.
Um den Beitrag der CD8+- und CD4+-T-Zellen und der NK-Zellen zum Therapieerfolg
zu ermitteln wurden die jeweiligen Zellpopulationen mit je 0,5 mg der Depletionsantikör-
per RmCD8, RmCD4 oder TM-β1 an Tag -4, und mit je 0,1 mg der Depletionsantikörper
an den Tagen 1 und 14 depletiert. An Tag 0 wurden 105 B78-D14-Zellen injiziert. Die
Therapie erfolgte mit 10 µg Surek an Tag 2 und 10.
Für die kombinierte Therapie mit DZ und Surek wurden Mäuse mit einem Gemisch
aus 5x105 DZ und 10 µg Surek an Tag 2 und 10 behandelt. Kontrollgruppen erhielten
entweder nur 10 µg Surek oder nur 5x105 DZ. Tumorkontrollgruppen erhielten keine The-
rapie.
Um die Entstehung eines immunologischen Gedächtnisses zu überprüfen, wurden alle
überlebenden Mäuse der Therapieversuche zwischen Tag 100 und 200 mit 3x103 B16F0-
Zellen reinokuliert.
Für die Untersuchung der Aktivierung von T-Zellen und DZ in vivo und für Proli-
ferationsassays wurden Mäuse mit 105 bestrahlten B78-D14-Zellen (100 Gy) und 10 µg
Surek i.p. inokuliert. Kontrollmäuse erhielten B78-D14-Zellen alleine oder PBS. 48 h spä-
ter wurden Milzen und LK für FACS-Analysen entnommen. Alternativ wurden Mäusen
1,5 mg BrdU i.p. injiziert und Milzen und LK 3 h später für FACS-Analysen entnommen.
Für Immunisierungen wurden Mäuse mit 105 bestrahlten B78-D14-Zellen und 10 µg
Surek oder äquimolaren Mengen F(ab)2-Surek oder einem Gemisch der parentalen Anti-
körper 17A2 und Me361 an Tag 0 und 14 inokuliert. An Tag 21 wurden Milzen, LK und
Seren entnommen. Auÿerdem wurden immunisierte Mäuse an Tag 21 mit 3x103 B16F0-
Zellen reinokuliert, um die durch die Immunisierung entstandene Tumorimmunität zu
überprüfen.
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Um das Tumor-protektive Potenzial von T-Zellen in vivo zu untersuchen, wurden 106
T-Zellen von In-vitro-T-Zell-Stimulationen (siehe unten) zusammen mit 3x103 B16F0-
Zellen injiziert. Zusätzlich erhielten die Mäuse ab dem Tag des T-Zelltransfers 24x103
I.U. humanes IL-2 (Proleukin S) für 5 Tage.
7.3 T-Zell-Stimulationen
Für In-vitro-Restimulationen von T-Zellen wurden 5x106 Milz- und LK-Zellen von im-
munisierten Mäusen mit 5x105 bestrahlten B78-D14-Zellen (100 Gy) in T-Zell-Medium
in 24-Loch-Platten kokultiviert. Nach 48 h wurden 30 U/ml IL-2 zugegeben. In einem
Intervall von 7 Tagen wurden T-Zellen restimuliert. Dazu wurden alle Zellen geerntet,
Überstände für Zytokinanalysen gesammelt und anschlieÿend 106 T-Zellen mit 106 be-
strahlten syngenen Milzzellen (30 Gy) als APZ und 0,5x106 bestrahlten B78-D14-Zellen
weiterstimuliert. Zugabe von IL-2 erfolgte wiederum 48 h nach der Restimulation.
Alternativ wurden Zellen immunisierter Mäuse mit 5x106 Peptid-beladenen Milzzel-
len aus naiven Mäusen für 7 Tage ohne Zugabe von IL-2 restimuliert. Die Beladung mit
Peptiden erfolgte durch Inkubation von 2,4x106 Milzzellen/ml T-Zellmedium mit 10 µl
Peptid (c = 1 µg/ml) für 2 h im Brutschrank. Danach wurden die Zellen abzentrifugiert,
in frischem Medium aufgenommen und mit 30 Gy bestrahlt.
24-h-Ablesetests wurden entweder direkt nach der Organentnahme oder an Tag 7 einer
Restimulationsrunde durchgeführt. Dazu wurden 2x105 bestrahlte syngene Milzzellen und
5x104 bestrahlte B78-D14 oder B16F0-Zellen mit 105 Responder-Zellen für 24 h koinku-
biert. Um Peptidspezitäten zu bestimmen, wurden 105 bestrahlte syngene Milzzellen wie
oben mit Peptiden beladen und mit 105 in vitro restimulierten T-Zellen für 24 h koinku-
biert. Anschlieÿend wurden die Überstände für Zytokinbestimmungen gesammelt.
7.4 In-vitro-Kokulturen
Für In-vitro-Kokulturversuche wurden aus Knochenmark generierte DZ syngener Mäuse
nach Reifung mit LPS an Tag 8 verwendet (siehe oben). Um die T-Zellaktivierung und
Zytokinproduktion zu analysieren, wurden 106 DZ, 106 angereicherte T-Zellen und 5x105
bestrahlte B78-D14-Zellen (50 Gy) in 1 ml DZ-Medium mit oder ohne 20 µg/ml Surek
in 24-Loch-Platten kokultiviert. T-Zellen wurden durchusszytometrisch mit Antikörpern
gegen CD69, CD62L, CD4, CD8 und TZRαβ untersucht.
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Um die durch Surek induzierte Lyse von B78-D14-Zellen in In-vitro-Kulturen zu ana-
lysieren, kokultivierten wir 106 DZ, 106 angereicherte T-Zellen und 1x105 B78-D14-Zellen
(nicht bestrahlt) in 1 ml DZ-Medium mit oder ohne 20 µg/ml Surek in 24-Loch-Platten.
Kontrollgruppen enthielten T-Zellen mit oder ohne Surek. Die Lyse der Tumorzellen wur-
de mittels FACS-Analysen untersucht. Dabei wurden tote Zellen mit Propidium-Iodid-
Färbung ausgeschlossen. Tumorzellen wurden auÿerdem mit dem parentalen Antikörper
von Surek, Me361, der an GD2 bindet und einem sekundären, uoreszenzmarkierten Ratte
anti-Maus-IgG F(ab)2-Fragment detektiert.
Zur genauen Bestimmung der Zellzahlen in diesem Versuch wurden Magnetpartikel
nach Anweisung des Herstellers (Counting Beads, Invitrogen) verwendet. 23x103 Partikel
wurden in jedes Loch der verwendeten 24-Loch-Platten gegeben, die durchusszytome-
trisch ermittelte Zellzahl lebender Tumorzellen wurde über die Menge der wiedergefun-
denen Partikel auf Absolutzahlen pro Loch umgerechnet.
7.5 Quantizierung von Zytokinen
IFN-γ-Konzentrationen in Überständen wurden mittels ELISA-Kits nach Anweisungen
des Herstellers (BD) bestimmt. Weitere Zytokine in Kulturüberständen und Seren von
Mäusen wurden mit Hilfe des Bio-PlexTM -Systems (Biorad) analysiert.
7.6 Durchusszytometrie
Für die Durchusszytometrie wurden Fluoreszenz-markierte Antikörper verwendet.
Für Lebend-Tot-Färbungen wurde die Live/Dead R© Fixable Blue-Lösung (Invitrogen)
oder Propidiumiodid verwendet. Nach Oberächenfärbungen wurden die Zellen mit 4 %
Paraformaldehyd in PBS xiert.
Für intrazelluläre Färbungen von IFN-γ und IL-12 wurden die zu untersuchenden
Zellen erst für 4 h mit PMA/Ionomycin und Brefeldin A (alle 1:1000 verdünnt) in T-
Zellmedium im Brutschrank inkubiert. Nach Oberächenfärbung wurden die Zellen xiert
(IC Fixation Buer) und anschlieÿend permeabilisiert (Permeabilization Buer), um in-
trazelluläre Zytokine mit Antikörpern anzufärben.
Durchusszytometrische Messungen wurden am BD LSR II Flow Cytometer (Becton
Dickinson, Heidelberg) durchgeführt.
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7.7 Zytotoxizität
Die Funktion von T-Zellen aus In-vitro-Restimulationen mit Peptid-beladenen DZ wur-
de in einem Chrom[51]-Freisetzungsversuch getestet. Mit Trp2- oder HY-Peptid beladene
DZ aus KM syngener Mäuse (Generierung und Beladung der DZ siehe oben) wurden als
Zielzellen verwendet. Diese wurden mit 51Cr beladen und mit T-Zellen für 4 h koinku-
biert. Eektor-zu-Zielzell-Verhältnisse lagen zwischen 100:1 bis 12,5:1. Nach der Inkuba-
tion wurden Überstände auf LUMA-Platten übertragen und nach Trocknen die Menge
freigesetzten 51Cr in einem γ-Szintillationszähler bestimmt.
7.8 Molekularbiologische Methoden
7.8.1 RNS-Extraktion
Die Extraktion von RNS erfolgte mit Hilfe von TRIReagentTM . Bis zu 106 Zellen wur-
den in 200 µl TRIReagent aufgenommen und lysiert. Die Auftrennung erfolgte mittels
Brom-Chlor-Propan. Anschlieÿend wurde die RNS mit Isopropanol gefällt, mit 75-%igem
Ethanol gewaschen und in Wasser aufgenommen. Um die RNS vollständig zu lösen, wur-
de sie 15 min im Heizblock erwärmt. Die Messung der Konzentration erfolgte mit dem
Nanodrop-Spektralphotometer. Erhaltene RNS wurde bei -80◦ C bis zur weiteren Ver-
wendung gelagert.
7.8.2 Reverse Transkription und Polymerase-Kettenreaktion
1 µg RNS wurde mit Hilfe eines oligo(dT)15-Primers und einer Reversen Transkriptase
(First Strand cDNA Synthesis Kit, siehe oben) in cDNS transkribiert. Die Expression von
TAA wurde mit dem LightCycler R© 2.0 System unter Verwendung der oben aufgeführten
Primer in einer quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (real time RT-PCR)
ermittelt. Dazu wurde der Farbsto SYBR-Green verwendet, der Fluoreszenzlicht nur
dann emittiert, wenn er an doppelsträngige DNS gebunden vorliegt. Als Kontrolle wurden
alle Werte auf das Haushaltsgen HPRT bezogen.
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Teil III
Ergebnisse
8 Der bsAk Surek in der Tumortherapie
8.1 Therapie des B78-D14-Melanoms mit dem bsAk Surek
Um die funktionelle Kapazität des bsAk Surek in der Tumorabstoÿung in vivo zu überprü-
fen, wurden Therapieversuche mit verschiedenen Dosen bsAk durchgeführt. Als Applikati-
onsroute wurde, wie auch in den späteren Immunisierungsprotokollen, die intraperitoneale
(i.p.) Gabe sowohl von Tumorzellen als auch von Surek gewählt. Endpunkt der Therapie-
versuche war ein Erkranken der Mäuse an deutlich erkennbaren Tumoren im Bauchraum.
In einem ersten Schritt wurde mit Hilfe eines Titrationsversuches die minimale letale
Dosis der B78-D14-Zellen ermittelt, also die Zellzahl, bei der 100 % der Mäuse an Tumoren
erkranken. Diese wurde auf 105 Zellen pro Maus festgelegt (Abb. 4A).
Abbildung 4: Therapieversuche mit Surek. Alle Applikationen erfolgten i.p. (A) Titration
der minimalen letalen Dosis an B78-D14-Zellen. Gruppen bestanden aus je 4 C57BL/6-
Mäusen. (B) Therapieschema: 2-3malige Gabe von 10 oder 50 µg Surek nach Inokulation
mit 105 B78-D14-Zellen. (C) Therapie mit Surek wie im Schema (B). Überleber der The-
rapie wurden an Tag 100 mit einer letalen Dosis von 3x103 B16F0-Zellen reinokuliert
(angedeutet durch den Pfeil). Gruppen bestanden aus je 5 C57BL/6-Mäusen. Die Tumor-
kontrollgruppe erhielt keine Therapie.
Bei zweimaliger Gabe von 10 µg Surek überlebten 30 % der therapierten Mäuse, bei
dreimaliger Gabe von 50 µg Surek konnten 100 % der Mäuse erfolgreich behandelt werden
(Abb. 4C).
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Alle Langzeitüberleber der Therapie erhielten an Tag 100 eine Reinokulation mit der
parentalen Zelllinie B16F0 (Abb. 4C), die das Zielantigen des bsAk GD2 nicht exprimiert.
Alle Mäuse konnten diesen Tumor abstoÿen, was darauf schlieÿen lässt, dass die Therapie
mit Surek ein immunologisches Gedächtnis induziert, das nicht abhängig vom Zielantigen
des bsAk ist.
8.2 CD4+- und CD8+-T-Zellen und NK-Zellen sind für die The-
rapie essenziell
Da der bsAk Surek über CD3 sowohl an CD4+- als auch an CD8+-T-Zellen binden kann,
sollte mit Hilfe von Depletionsversuchen geprüft werden, welche Rolle die beiden Subpo-
pulationen bei der Therapie mit Surek spielen. Die jeweiligen T-Zellpopulationen wurden
dazu mit Depletionsantikörpern vor und während der Therapie eliminiert (Therapie- und
Depletionsschema s. Abb. 5A).
Abbildung 5: CD4+-, CD8+-T-Zellen und NK-Zellen sind für die Therapie mit Surek es-
senziell. (A) Therapieschema. Eingesetzt wurden 105 B78-D14-Zellen und 10 µg Surek. (B)
Depletion von CD4+- oder CD8+-T-Zellen. (C) Depletion von NK-Zellen. Alle Gruppen
umfassten je 5 Mäuse.
Wie Abbildung 5B zeigt, konnten Mäuse nicht mehr erfolgreich therapiert werden,
wenn eine der beiden T-Zellpopulationen depletiert war. Sowohl CD4+- als auch CD8+-
T-Zellen sind also für eine erfolgreiche Therapie mit Surek unabdingbar.
Über den intakten Fc-Teil des Anitkörpers können neben verschiedenen APZ auch
NK-Zellen gebunden und aktiviert werden (Zeidler u. a., 1999, 2000). Da diese Zellen eine
wichtige Eektorzellpopulation der angeborenen Immunantwort darstellen, wurde auch
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der Einuss der NK-Zellen auf die Therapie mit Surek durch Depletionsversuche unter-
sucht. Auch diese Zellpopulation ist für das Gelingen der Therapie mit Surek erforderlich,
da ohne NK-Zellen 100 % der therapierten Mäuse an Tumoren erkrankten (Abb. 5C).
9 Eekt von Surek auf Eektorzellen in vivo
Zur Charakterisierung der durch Surek ausgelösten Immunantwort wurde zunächst das
Aktivierungsmuster verschiedener Immunzellen nach einer ersten Immunisierung mit Su-
rek analysiert. Dazu wurden bestrahlte B78-D14-Zellen zusammen mit Surek injiziert
und anschlieÿend Aktivierungszustand, Proliferation und Zytokinproduktion verschiede-
ner Zelltypen untersucht.
9.1 Aktivierung von T-Zellen
48 h nach Applikation von Surek und B78-D14-Zellen wurden T-Zellen in Milzen und
LK untersucht. Deutlich erhöhte Werte von intrazellulärem IFN-γ konnten vor allem in
CD8+-T-Zellen detektiert werden (Abb. 6A). Auch die Expression des frühen Aktivie-
rungsmarkers CD69 war auf CD8+-Zellen im Vergleich zu den Kontrollgruppen deutlich
erhöht, während das Zelladhäsionsmolekül CD62L auf diesen Zellen herunterreguliert war
(Abb. 6B). Die Herunterregulierung von CD62L ist ein typisches Zeichen für die Entwick-
lung von Eektor-T-Zellen, die die lymphatischen Organe verlassen, um in der Peripherie
ihre Funktionen auszuüben (Murphy u. a., 2008). CD62L kann deshalb auch als Aktivie-
rungszeichen gedeutet werden. CD4+-T-Zellen zeigten keine erhöhte Zytokinproduktion,
im Übrigen aber die gleichen Veränderungen der Aktivierungsmarker, wenn auch deutlich
schwächer ausgeprägt als bei den CD8+-T-Zellen (nicht gezeigt).
Gleichzeitig war das CD4/CD8-Verhältnis deutlich zu CD8-Zellen hin verschoben
(Abb. 6C). Um zu überprüfen, ob dies durch eine vermehrte Proliferation von CD8+-
Zellen, induziert durch den bsAk, zustande kam, analysierten wir die BrdU-Inkorporation
in beiden T-Zellpopulationen. Proliferierende Zellen bauen BrdU in ihre DNA ein, wel-
ches dann mit Hilfe eines spezischen, uoresezenzmarkierten anti-BrdU-Antikörpers in
durchusszytometrischen Analysen nachgewiesen werden kann. 48 h nach Gabe von Tu-
morzellen und Surek zeigte sich eine starke Proliferation von CD8+-T-Zellen im Vergleich
zu den Kontrollgruppen (Abb. 6D). CD4+-T-Zellen proliferierten ebenfalls, wenn auch in
deutlich geringerem Ausmaÿ.
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Abbildung 6: Aktivierung und Proliferation von CD8+-T-Zellen nach Applikation von
Surek in vivo. Milzen wurden 48 h nach Applikation von Surek und B78-D14-Zellen aus je
4 Mäusen entnommen. Kontrollgruppen erthielten B78-D14-Zellen alleine oder PBS. T-
Zellen wurden mithilfe durchusszytometrischer Analysen untersucht. (A) Intrazelluläre
Färbung des IFN-γ-Gehalts in CD8+-T-Zellen. (B) Expression der Aktivierungsmarker
CD69 und CD62L auf CD8+-T-Zellen. (C) CD4/CD8-Verhältnis. (D) Proliferation von
CD4- und CD8-Zellen detektiert mittels BrdU-Inkorporation.
9.2 Aktivierung von CD11c+-Zellen und Induktion einer gemisch-
ten Th1/Th2-Antwort
Da Surek nicht nur an T-Zellen bindet, sondern über den Fc-Teil auch an aktivierende
Fcγ-Rezeptoren auf akzessorischen Immunzellen, wurde der Aktivierungsstatus von DZ
nach Gabe von Surek und B78-D14-Zellen untersucht. 48 h nach Behandlung mit Surek
zeigten CD11c+-Zellen eine erhöhte Expression der Oberächenmoleküle CD86, CD80 und
CD83 im Vergleich zu den Kontrollgruppen, die entweder nur mit B78-D14-Zellen oder
mit PBS behandelt worden waren (Abb. 7A).
Mature DZ liefern nicht nur zusätzliche Aktivierungssignale für T-Zellen, sondern be-
stimmen auch das Th1/Th2-Gleichgewicht. Die erhöhte IFN-γ-Produktion von T-Zellen
nach Surek-Gabe deutete auf eine Th1/Tc1-Antwort hin. Um zu untersuchen, inwie-
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weit DZ zur Ausrichtung der Immunantwort beitragen, wurde die Zytokinexpression von
CD11c-positiven Zellen 48 h nach Surek-Applikation durch intrazelluläre FACS-Färbung
von Milzzellen analysiert. Es zeigte sich, dass DZ nach Surek-Gabe mehr IL-12 produzie-
ren als die Kontrollgruppe, also ein Zytokin, das eine Th1/Tc1-Antwort induziert (Abb.
7B).
Abbildung 7: Aktivierung von CD11c+-Zellen und Entstehung eines gemischten Th1/Th2-
Prols durch Surek. Durchusszytometrische Bestimmung (A) der Aktivierungsmarker
CD86, CD80 und CD83 und (B) des IL-12-Gehalts von CD11c+-Zellen aus Milzen, 48
h nach Applikation von Surek und B78-D14-Zellen. (C) Zytokinprol in Seren 1 Wo-
che nach Immunisierung mit Surek und B78-D14 detektiert mittels BioplexTM -Analyse.
Immunisierung von Kontrollgruppen wie in der Legende angezeigt.
Um die Th1/Th2-Ausrichtung der Immunantwort nach Behandlung mit Surek noch
genauer zu charakterisieren, wurden Serumwerte einer Reihe von Th1-und Th2-Zytokinen
bestimmt. Dazu wurden Seren immunisierter Mäuse entweder 24 h nach der ersten Im-
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munisierung oder 1 Woche nach einer zweiten Immunisierung entnommen und mit Hilfe
einer Multiplex-Analyse untersucht. Für beide Zeitpunkte ergab sich ein vergleichbares
Zytokinprol einer gemischten Th1/Th2-Antwort. Es fanden sich sowohl erhöhte Werte
der Th1-Zytokine IL-12, IFN-γ, IL-2, GM-CSF und TNF, als auch der Th2-Zytokine IL-4,
IL-5 und IL-10 (Abb. 7C).
Um die Bedeutung des Fc-Teils bei der Induktion der Immunantwort zu bestimmen,
wurde eine Gruppe von Mäusen mit einem F(ab)2-Fragment des bsAk Surek behandelt.
Im Gegensatz zur Behandlung mit dem intakten bsAk Surek wurden nach Gabe des
F(ab)2-Fragments keine erhöhten Zytokinwerte in den Seren der immunisierten Mäuse
gefunden (Abb. 7C). Dieses Ergebnis verdeutlicht die Notwendigkeit des Fc-Teils bei der
ezienten systemischen Aktivierung des Immunsystems.
10 Untersuchung der Tumorreaktivität und Antigen-
spezität von T-Zellen, induziert durch Behandlung
mit Surek
Für die Entwicklung eines langanhaltenden T-Zell-Gedächtnisses ist eine Aktivierung von
DZ notwendig, welche Tumorbruchstücke phagozytieren, prozessieren und vom Tumor
stammende Peptide gegenüber T-Zellen präsentieren. Durch die Behandlung mit Surek
entwickelt sich ein immunologisches Gedächtnis (Abb. 4C), was auf das Vorhandensein tu-
morspezischer T-Zellen nach der Therapie hinweist. Um die Reaktivität solcher T-Zellen
gegenüber dem Tumor zu testen und ihre Antigenspezitäten zu identizieren, wurden
Mäuse zweimal mit Surek und bestrahlten B78-D14-Zellen immunisiert (Abb. 8A). Die-
se immunisierten Mäuse waren in der Lage, ein Inokulum mit B16F0-Zellen abzustoÿen,
hatten also genau wie die therapierten Mäuse ein immunologisches Gedächtnis entwickelt
(Abb. 8B).
Eine Woche nach der zweiten Immunisierung wurden Milz und LK entnommen und
in vitro mit B78-D14-Zellen restimuliert. Jede Restimulationsrunde dauerte 1 Woche. Da
nach einigen Tagen in vitro hauptsächlich T-Zellen überlebten, wird im weiteren Text
auch von T-Zell-Stimulationen die Rede sein. Kontrollgruppen wurden entweder nur mit
bestrahlten B78-D14-Zellen oder nur mit PBS immunisiert, in einigen Versuchen wur-
den auch Immunisierungen mit einem Gemisch der parentalen Antikörper oder mit dem
F(ab)2-Fragment des bsAk durchgeführt.
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Abbildung 8: Immunisierung mit Surek führt zur Induktion eines immunologischen Ge-
dächtnisses. (A) Immunisierungsschema. (B) Immunisierte Mäuse wurden mit B16F0-
Zellen inokuliert. Die Tumorkontrolle bestand aus PBS-immunisierten Mäusen.
10.1 Durch Surek induzierte T-Zellen sind tumorspezisch
Die Überstände der In-vitro-T-Zell-Stimulationen wurden auf ihren IFN-γ-Gehalt im ELI-
SA getestet. Überstände von T-Zellen aus Mäusen, die mit Surek und B78-D14-Zellen
immunisiert worden waren, enthielten deutlich erhöhte Konzentrationen an IFN-γ als die
Kontrollgrupen (Abb. 9A). Durch intrazelluläre FACS-Färbungen konnte gezeigt werden,
dass das IFN-γ, das in diesen Überständen zu nden war, hauptsächlich von CD8+-T-
Zellen produziert wurde (Abb. 9B).
Zudem wurden am Ende einer 7-tägigen Restimulationsrunde T-Zellen geerntet und
auf ihre Reaktivität gegenüber verschiedenen Zellen in einem 24-h-Ablesesystem getestet.
Dazu wurden T-Zellen mit Tumorzellen oder syngenen Milzzellen für 24 h kokultiviert und
anschlieÿend die IFN-γ-Konzentration in den Überständen bestimmt. Es zeigte sich, dass
IFN-γ nur in Anwesenheit der Tumorzellen vermehrt produziert wurde, nicht aber in Ge-
genwart syngener Milzzellen (Abb. 9C). Dies deutet auf eine tumorspezische Reaktivität
der T-Zellen hin.
In früheren Arbeiten von Ruf et al. konnte gezeigt werden, dass ein F(ab)2-Fragment
eines bsAk sowie die Kombination der parentalen Antikörper dieses bsAk Tumorzellen
lysieren konnten (Ruf und Lindhofer, 2001), wenn auch nicht so eektiv wie der trifunk-
tionale bsAk. Ob sie aber auch in der Lage waren, ein immunologisches Gedächtnis zu
induzieren, wurde nicht geklärt.
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Abbildung 9: Surek induziert tumorspezische T-Zellen. Milz-und Lymphknotenzellen von
immunisierten Mäusen wurden in vitro mit B78-D14-Zellen in Intervallen von 1 Woche
restimuliert, wie in Materialien und Methoden beschrieben. (A) INF-γ-Konzentrationen
in Kulturüberständen der Restimulation nach einer und zwei Restimulationsrunden. (B)
Die intrazelluläre FACS-Färbung zeigt, dass das IFN-γ hauptsächlich von CD8+-T-Zellen
stammt. Das Rechteck umschlieÿt die IFN-γ-produzierenden CD8+-T-Zellen. (C) T-Zellen
wurden nach 2 Restimulationsrunden in einem 24-h-Ablesetest auf ihre IFN-γ-Sekretion
in Gegenwart von B78-D14-Zellen oder syngenen Milzzellen getestet. (D) Vergleich der
Tumorreaktivität von T-Zellen, die in vivo entweder durch Surek, durch das F(ab)2-
Fragment oder durch eine Mischung der parentalen Antikörper induziert wurden. Die
Reaktivität wurde am Ende der 1. Restimulationsrunde in einem 24-h-Ablesetest gegen
B78-D14 und B16F0 getestet.
Daher wurden Mäuse mit dem F(ab)2-Fragment des bsAk Surek bzw. mit einem Ge-
misch der parentalen Antikörper (17A2 und Me361) nach dem gleichen Immunisierungs-
schema wie oben (Abb. 8A) immunisiert. Anschlieÿend wurde die Reaktivität von in vitro
restimulierten T-Zellen aller Gruppen gegenüber dem B78-D14- und dem B16F0-Melanom
verglichen. Die IFN-γ-Produktion war sowohl in T-Zellen aus Mäusen, die mit F(ab)2-
Fragment immunisiert worden waren, als auch nach Immunisierung mit den parentalen
Antikörpern deutlich reduziert im Vergleich zu Zellen, die aus Surek-immunisierten Mäu-
sen gewonnen worden waren (Abb. 9D).
Zusammenfassend lässt sich also festhalten, dass der trifunktionale bsAk Surek in der
Lage ist, tumorspezische T-Zellen zu induzieren, und dass der intakte bsAk dem F(ab)2-
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Fragment in dieser Beziehung deutlich überlegen ist, da nach Immunisierung mit diesem
Fragment keine tumorreaktiven T-Zellen nachgewiesen werden konnten.
10.2 Durch Surek induzierte T-Zellen erkennen spezische Tumor-
assoziierte Antigene
T-Zellen, die aus mit Surek immunisierten Mäusen isoliert und in vitro restimuliert
wurden, zeigen eine vergleichbare Reaktivität gegenüber B78-D14- und untranszierten
B16F0-Zellen (Abb. 9D). Deshalb sollte untersucht werden, welche Antigene von diesen
tumorspezischen T-Zellen erkannt werden. Eine Reihe von Antigenen sind in der Lite-
ratur beschrieben, die häug auf malignem Melanom überexprimiert sind und eine Rolle
für die Tumorabstoÿung spielen könnten. In einem ersten Schritt zum Nachweis von Tu-
morantigenen, die möglicherweise durch Surek-induzierte T-Zellen erkannt werden, wurde
die Expression einer Reihe von gut beschriebenen, immunogenen Tumorantigenen auf den
beiden Melanomzellinien B78-D14 und B16F0 mittels RT-PCR veriziert. MAGE, p53,
gp100 und Trp2 wurden auf beiden Zelllinien exprimiert (Abb. 10). Geeignete Peptide
dieser Antigene, die für weitere Versuche ausgewählt wurden, sind in Tab. 3 aufgelistet
(Eggert u. a., 2004; Mansour u. a., 2007; Bloom u. a., 1997; Overwijk u. a., 1998).
Abbildung 10: Expression von Tumorantigenen auf B78-D14-Zellen, detektiert mittels
RT-PCR, normiert auf HPRT.
Um festzustellen, ob diese TAA Zielstrukturen für T-Zellen darstellen, die durch Be-
handlung mit Surek entstanden sind, wurden Milzzellen von Mäusen, die mit Surek und
B78-D14-Zellen immunisiert waren, in vitro mit bestrahlten B78-D14-Zellen restimuliert.
Anschlieÿend wurde ihre Reaktivität in einem 24-h-Ablesesystem gegen Milzzellen getes-
tet, die mit den ausgewählten Peptiden beladen waren. Als Auslesesystem wurde wie-
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Tabelle 3: Peptidsequenzen der untersuchten Tumorantigene.
Antigen Peptid Quelle
gp10025−33 EGSRNQDWL Overwijk et al., 1998
MAGE-A55−12 HNTQYCNL Eggert et al., 2004
MAGE-AX169−176 LGITYDGM Eggert et al., 2004
p53232−240 KYMCNSSCM Mansour et al., 2007
Trp2180−188 SVYDFFVWL Mansour et al., 2007
der die IFN-γ-Konzentration in den Überständen gewählt und mittels ELISA vermessen.
Zwei Peptide der MAGE-A Familie, nämlich MAGE-A55−12 und MAGE-AX169−176, so-
wie p53232−230, gp10025−33 und Trp2180−188 wurden erkannt (Abb. 11). T-Zellen aus den
Gruppen der Mäuse, die mit B78-D14 oder PBS immunisiert waren, zeigten nahezu keine
Reaktivität gegenüber den peptidbeladenen Zellen.
Abbildung 11: Surek induziert Peptid-spezische T-Zellen. Milz-und LK-Zellen immuni-
sierter Mäuse wurden mit B78-D14 restimuliert. Nach 1 Woche wurde ihre Reaktivität
gegenüber Peptid-beladenen APZ in einem 24-h-Ablesetest untersucht.
Um die Frequenz der peptidspezischen CD8+-T-Zellen am Beispiel von zwei Epito-
pen zu bestimmen, wurden peptidspezische MHC-I-Multimere für FACS-Analysen ein-
gesetzt. Das erste war gegen Trp2-spezische, das zweite gegen MAGE-A5-spezische
CD8+-T-Zellen gerichtet.
Nach einer Woche Restimulation von Zellen immunisierter Mäuse mit B78-D14- Me-
lanom konnten ca. 8 % Trp2-spezische CD8+-T-Zellen detektiert werden (Abb. 12A und
B). Die Gruppe nach Immunisierung mit B78-D14-Zellen enthielt im Vergleich hierzu nur
1-2 % Trp2-spezische Zellen, die Kontrollgruppe zeigte nur Hintergrundwerte.
Zusätzlich wurde eine abgeänderte Methode zur Restimulation von tumorspezischen
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Abbildung 12: Frequenz Trp2-spezischer CD8+-T-Zellen immunisierter Mäuse nach einer
Woche Restimulation mit B78-D14-Zellen. (A) Exemplarische Darstellung der Multimer-
Färbung Trp2-spezischer T-Zellen. (B) Durchschnittliche Frequenz Trp2-spezischer
CD8+-T-Zellen ermittelt aus 3 Versuchen.
T-Zellen aus immunisierten Mäusen getestet. Um gezielt die bei der Immunisierung ent-
standenen peptidspezischen T-Zellen zu restimulieren, wurden Spendermilzen mit den
oben aufgelisteten Peptiden beladen und diese an Stelle der B78-D14-Zellen als Stimula-
torzellen genutzt. Nach einer Woche in vitro verhielt sich die IFN-γ-Konzentration in den
Überständen der verschiedenen Gruppen wie bei der Restimulation mit B78-D14: Deut-
lich erhöhte IFN-γ-Werte wurden in der Gruppe aus Surek-immunisierten Mäusen gefun-
den (Abb. 13A). Auch diese restimulierten Zellen wurden mittels FACS-Analyse auf ihre
Peptidspezitäten untersucht. Es fanden sich nicht nur vermehrt Trp2-spezische CD8+-
T-Zellen in der T-Zell-Kultur von Surek-immunisierten Mäusen, sondern auch deutlich
mehr MAGE-A5-spezische Zellen als in der Kontrollgruppe (Abb. 13B und C).
Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass der trifunktionale bsAk Surek tumorre-
aktive T-Zellen induziert. Diese können spezische, vom Zieltumor des bsAk abgeleitete
TAA erkennen. Zur Generierung solcher T-Zellen scheint die Induktion durch Surek in vivo
essenziell zu sein, da die Zugabe von Surek zu In-vitro-Kulturen von Milz-und Lymphkno-
tenzellen aus naiven Mäusen nicht zur Induktion von tumorspezischen T-Zellen führte
(nicht gezeigt).
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Abbildung 13: Spezische T-Zellen aus Surek-immunisierten Mäusen lassen sich mit
Peptid-beladenen APZ restimulieren. (A) IFN-γ-Konzentration in Überständen der Re-
stimulation nach 1 Woche. (B, C) Frequenz Trp2- und MAGE-A5-spezischer CD8+-T-
Zellen nach einer Woche Restimulation.
10.3 Funktion der durch Surek induzierten T-Zellen
10.3.1 In vitro restimulierte T-Zellen zeigen peptidspezische Zytotoxizität
Nachdem tumorreaktive, peptidspezische T-Zellen nach Immunisierung mit Surek und
Restimulation in vitro detektiert werden konnten, stellte sich die Frage, ob diese Zellen
auch funktionell sind.
Da Trp2- und MAGE-A5-spezische T-Zellen mithilfe von FACS-Färbungen erfolg-
reich nachgewiesen werden konnten (Abb. 13B und C), wurden diese Spezitäten ge-
wählt, um die Zytotoxizität der peptidspezischen T-Zellen in vitro zu untersuchen. Nur
T-Zellen aus Mäusen, die mit B78-D14 und Surek immunisiert worden waren, zeigten
nach Restimulation mit Peptid-beladenen Spendermilzen deutliche Zytotoxizität gegen-
über Trp2- oder MAGE-A5-Peptid beladenen syngenen DZ (Abb. 14A und B). T-Zellen
aus Kontrollgruppen waren nicht in der Lage, diese Zielzellen zu lysieren. Die zytoto-
xischen T-Zellen lysierten auÿerdem nur die DZ, die mit den Tumorantigen-spezischen
Peptiden beladen waren, mit einem irrelevanten HY-Peptid (Scott u. a., 2000) beladene
(Abb. 14C) oder unbeladene DZ (Abb. 14D) wurden nicht getötet.
Die durch Behandlung mit Surek in vivo induzierten T-Zellen sind also nicht nur
tumorreaktiv und peptidspezisch sondern zeigen nach Restimulation in vitro auch die
Fähigkeit zur Peptid-spezischen Lyse.
10.3.2 In vitro restimulierte T-Zellen können in vivo nach adoptivem Trans-
fer B16F0-Melanomzellen abstoÿen
Da gezeigt werden konnte, dass Surek-induzierte T-Zellen in vitro funktionell sind, sollte
die Funktion dieser T-Zellen auch in vivo nach adoptivem Transfer untersucht werden.
Daher wurden Milz-und Lymphknotenzellen aus Surek-immunisierten Mäusen iso-
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Abbildung 14: In-vitro-Zytotoxizität von Surek-induzierten T-Zellen. Milz- und LK-Zellen
immunisierter Mäuse wurden für 7 Tage mit APZ restimuliert, die mit den Peptiden
beladen waren, die als Zielstrukturen für die durch Surek induzierte Immunität ermittelt
worden waren (Abb. 3). Reife DZ wurden mit den in der Legende angegebenen Peptiden
beladen und als Zielzellen in einem 4 h 51Cr-Freisetzungsversuch verwendet (A-D). Als
Kontrollen wurden mit einem irrelevanten HY-Peptid beladene (C) oder unbeladene DZ
verwendet (D)
liert, mit B78-D14-Zellen restimuliert wie vorher beschrieben und zusammen mit einer
letalen Dosis Tumorzellen in naive Mäuse transferiert. Da B78-D14-Zellen wenig MHC-I
exprimieren, wurden für diese Versuche B16F0-Zellen verwendet, die eine höhere MHC-I-
Expression zeigen (Abb. 15)
Eine Inokulation mit diesen Melanomzellen konnte von den Surek-induzierten, in vitro
restimulierten T-Zellen nach adoptivem Transfer erfolgreich abgestoÿen werden (Abb. 16).
Ca. 70 % der Mäuse überlebten den Transferversuch, während alle Mäuse, die mit T-Zellen
aus der Kontrollgruppe - immunisiert nur mit B78-D14 - behandelt wurden, dem Tumor
erlagen.
Die Abstoÿung des B16F0-Melanoms zeigt, wie auch schon die Reaktivität der T-
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Abbildung 15: FACS-Analyse der MHC-I-Expression auf B78-D14- und B16F0-Zellen
Zellen gegenüber B16-Zellen (Abb. 9D) und den seligierten Peptiden (Abb. 11) in vitro,
dass die durch Surek induzierte T-Zell-Immunität nicht vom Zielantigen des bsAk, GD2,
abhängig ist, sondern dass es sich um eine polyvalente Immunantwort handelt.
Interessanterweise führte der adoptive T-Zell-Transfer zu einer langanhaltenden Im-
munität, da auch eine Reinokulation mit B16F0-Zellen von den überlebenden Tieren nach
T-Zell-Transfer abgestoÿen wurde.
Abbildung 16: Surek-induzierte T-Zellen sind in vivo funktionell. Milz- und LK-Zellen von
Surek-immunisierten Mäusen wurden 3 Wochen mit B78-D14-Zellen restimuliert. 1x106
dieser restimulierten Zellen wurden zusammen mit einer letalen Dosis B16F0 adoptiv in
naive Mäuse transferiert. Die Kontrollgruppe erhielt einen adoptiven Transfer von T-Zellen
aus Mäusen, die nur mit B78-D14 immunisiert worden waren.
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die durch Immunisierung mit B78-D14
und Surek induzierten TAA-spezischen T-Zellen sowohl in vitro als auch in vivo funk-
tionell sind.
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11 In-vitro-Modell zur Untersuchung der Rolle von
DZ in der bsAk-vermittelten Aktivierung von T-
Zellen und Lyse von Tumorzellen
In vivo konnte gezeigt werden, dass der trifunktionale bsAk Surek sowohl T-Zellen (Abb.
6) als auch DZ (Ab. 7A, B) aktiviert und dass die Behandlung mit Surek zur Entwicklung
eines T-Zell-Gedächtnisses führt (Abb. 4). Spezische Tumor-protektive T-Zellen erken-
nen dabei eine Reihe von TAA, durch Vakzinierung mit Surek entsteht also eine polyva-
lente Immunantwort. Im Gegensatz dazu konnte nach Behandlung mit dem korrespondie-
renden F(ab)2-Fragment keine Tumor-spezische T-Zell-Antwort nachgewiesen werden.
Diese Ergebnisse lassen darauf schlieÿen, dass akzessorische Immunzellen eine wichtige
Rolle bei der Entstehung des Surek-induzierten T-Zell-Gedächtnisses in vivo spielen. Um
die Rolle der verschiedenen Eektorsysteme zu charakterisieren und die Surek-vermittelte
Tumorzell-Lyse zu untersuchen, wurde das Zusammenspiel der verschiedenen Immunzel-
len in einem In-vitro-System analysiert.
Dazu wurden DZ, die aus Knochenmark syngener Mäuse in vitro generiert und mit
LPS gereift wurden, mit B78-D14-Tumorzellen und T-Zellen mit und ohne Surek kokul-
tiviert. Anschlieÿend wurden der Aktivierungszustand und die Proliferation der T-Zellen,
die Zytokinproduktion und das Überleben der Tumorzellen in diesen Kokulturen analy-
siert.
11.1 DZ verstärken die Surek-induzierte Aktivierung von T-Zellen
und fördern die Proliferation von CD8+-T-Zellen
In vivo führt die Gabe des bsAk Surek zur Aktivierung und Proliferation insbesondere
von CD8+-T-Zellen (s. Abb. 6). Um den Einuss der DZ auf die T-Zellaktivierung besser
charakterisieren zu können, wurden angereicherte T-Zellen aus den Milzen naiver Mäuse
zusammen mit DZ und bestrahlten B78-D14-Zellen unter Zugabe von Surek kokultiviert
und der Aktivierungszustand und die Zahl der T-Zellen über einen Zeitraum von 9 Tagen
untersucht. Eine Kontrollgruppe enthielt keinen bsAk, weitere bestanden aus T-Zellen
und Tumorzellen ohne DZ mit und ohne Surek.
Bereits nach 24 h konnte mittels FACS-Analyse gezeigt werden, dass sowohl CD4+-
als auch CD8+-T-Zellen nach Zugabe von Surek den frühen Aktivierungsmarker CD69
vermehrt exprimierten (Abb. 17A). In Kokulturen mit DZ und Surek war die Expression
im Vergleich zu Kokulturen ohne DZ deutlich gesteigert. Die Anwesenheit von DZ schien
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die Immunantwort auÿerdem zu beschleunigen, da in der Gruppe, die DZ und Surek
enthielt, auch der spätere Aktivierungsmarker CD62L auf beiden T-Zellpopulationen stark
herunterreguliert war (Abb. 17B). In allen anderen Gruppen war das nicht zu sehen.
Kontrollgruppen, die den bsAk nicht enthielten, zeigten weder eine Hochregulierung von
CD69, noch Herunterregulierung von CD62L (Abb. 17A und B).
Abbildung 17: Verstärkender Einuss von DZ auf Surek-induzierte T-Zellaktivierung und
Proliferation. T-Zellen wurden aus Milzen naiver Mäuse angereichert (siehe Materialien
und Methoden). Alle Gruppen enthielten 5x105 B78-D14-Zellen. Je 1x106 T-Zellen und DZ
wurden für 9 Tage kokultiviert mit oder ohne Zugabe von 20 µg/ml Surek. Expression
von CD69 (A) und CD62L (B) auf CD8+- und CD4+-T-Zellen an Tag 1 der Kokultur
ermittelt mit FACS-Analyse. (C, D) Zellzahlen von CD8+- und CD4+-Zellen im Verlauf
der Kokultur. Kontrollgruppen enthielten T-Zellen, DZ und Surek wie in der Legende
angegeben.
Interessanterweise nahm in Kokulturen mit DZ und Surek die Zahl der CD8+-T-Zellen
in der Zeitspanne von 9 Tagen im Vergleich zum Beginn der Versuche deutlich zu (Abb.
17C). Die Zahl der CD4+-T-Zellen hingegen blieb relativ konstant (Abb. 17D).
Nach diesen ersten Versuchen erschien die Kombination aus T-Zellen, DZ und Surek
geeignet, um die Situation in vivo wiederzugeben.
11.2 Gemischte Th1/Th2-Antwort in vitro
Nach Immunisierung mit Surek fand sich in vivo ein für Th1-Antworten typisches Zytokin-
prol. DZ exprimierten vermehrt IL-12 (Abb. 7B), T-Zellen produzierten deutlich mehr
IFN-γ als in Kontrollgruppen (Abb. 6). Auch Th2-Zytokine wurden produziert (Abb. 7C),
was auf die Notwendigkeit von Th2-Zellen zur Induktion einer Th1-Antwort zurückzufüh-
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ren ist (siehe Diskussion). Daher sollte untersucht werden, ob die Zugabe von Surek zu
In-vitro-Kulturen, die T-Zellen und DZ enthielten, ein ähnliches Zytokinprol induziert,
wie es in vivo beobachtet werden konnte.
Dazu wurden die Überstände der Kokulturen über einen Zeitraum von 6 Tagen ana-
lysiert. Bereits nach einem Tag war eine deutlich erhöhte Konzentration an IL-12 nur in
der Kokultur zu nden, die T-Zellen, DZ, B78-D14-Zellen und Surek enthielt (Abb. 18A).
In dieser Gruppe wurden auÿerdem groÿe Mengen der Th1-Zytokine IL-2, IFN-γ und
GM-CSF sowie geringere, aber im Vergleich zu den Kontrollen signikant erhöhte Werte
der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 (Abb. 18A und B) gefunden.
Abbildung 18: Gemischtes Th1/Th2-Zytokinprol in Überständen der Kokultur von T-
Zellen, DZ und Surek. Nach Kokultur von B78-D14-Zellen mit T-Zellen und DZ mit
und ohne Surek wurden Zytokinkonzentrationen mittels BioplexTM -Analyse ermittelt.
(A) Th1-Zytokine, (B) Th2-Zytokine. Alle Gruppen enthielten B78-D14-Zellen, Kontroll-
gruppen enthielten die in der Legende angegebenen Zellen mit und ohne Surek.
Diese Ergebnisse zeigen, dass eine durch den bsAk Surek ausgelöste starke T-Zell-
Aktivierung, die mit der Zytokinproduktion einhergeht, unabdingbar mit der Anwesenheit
von DZ verbunden ist.
11.3 Surek-induzierte Lyse von Tumorzellen ist von der Interak-
tion zwischen T-Zellen und DZ abhängig
Nachdem gezeigt werden konnte, dass das Zusammenspiel von T-Zellen und DZ in An-
wesenheit des bsAk Surek zur starken Aktivierung von T-Zellen und zur Freisetzung von
Zytokinen führt, sollte die Frage geklärt werden, ob T-Zellen in diesem System auch zur
Tumorzell-Lyse redirigiert werden.
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Abbildung 19: Surek-induzierte Redirektion von T-Zellen gegen Tumorzellen nur in An-
wesenheit von DZ. Alle Gruppen enthielten 105 B78-D14-Zellen. (A) Zahl der lebenden
B78-D14-Zellen in den Kokulturen an Tag 4, Gruppen enthielten die in der Legende be-
schriebenen Zellen mit oder ohne bsAk Surek. (B) Zahl lebender B78-D14-Zellen in der
Kokultur von T-Zellen, DZ und Surek im Verlauf. (D) Mikroskopische Aufnahmen der
Kokulturen an Tag 6.
Um die Surek-induzierte Lyse von Tumorzellen zu untersuchen, wurden T-Zellen, DZ
und B78-D14-Zellen unter Zugabe von Surek kokultiviert und der Zelltod mit durchuss-
zytometrischen Analysen an Tag 2, 4 und 6 analysiert.
Ab Tag 4 der Kokulturen war in der Gruppe, die DZ, T-Zellen und Surek enthielt, eine
deutliche Abnahme an lebenden Tumorzellen zu sehen (Abb. 19A und B). Mikrospkopische
Aufnahmen zeigten in allen Kontrollgruppen einen dichten Rasen adhärent wachsender
Tumorzellen. Nur in Anwesenheit von T-Zellen und DZ mit Surek war dieser Zellrasen
aufgelöst. Dies weist in Übereinstimmung mit den Daten der FACS-Färbungen auf eine
Lyse der Tumorzellen in dieser Gruppe hin (Abb. 19C).
Mit diesen Daten war der formelle Beweis erbracht, dass der bsAk Surek unter Be-
teiligung von DZ in der Lage ist, naive T-Zellen gegen den Tumor zu redirigieren und
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Tumorzell-Lyse zu induzieren. Entscheidend ist, dass die Zugabe von Surek zu T-Zellen
in Abwesenheit von DZ nicht zur Tumorzell-Lyse führte (Abb. 19A und C). Diese Tatsache
unterstreicht die Bedeutung, die der Aktivierung von APZ durch Fc-Teil-FcγR-Interaktion
zukommt.
12 Optimierung der Therapie durch Kombination des
bsAk Surek mit DZ
Abbildung 20: Kombinierte Therapie aus Surek und DZ verbessert den Therapieerfolg.
Alle Mäuse wurden mit einer letalen Dosis B78-D14 i.p. inokuliert (Tag 0). An Tag 2 und
10 wurden sie entweder mit 10 µg Surek oder einem Gemisch aus 10 µg Surek und 5x105
DZ therapiert. Eine Kontrollgruppe erhielt nur DZ, die Tumorkontrollgruppe erhielt keine
Therapie.
Die Erkenntnisse aus den In-Vitro-Kulturen legen nahe, dass die Kombination von
syngenen DZ mit dem bsAk Surek die Antitumor-Therapie verbessern könnte.
Daher wurde die Eektivität einer kombinierten Therapie aus Surek und DZ im Ver-
gleich zur herkömmlichen mit Surek alleine untersucht.
Nach Inokulation mit B78-D14-Zellen wurden Mäuse zweimal entweder mit Surek
alleine oder mit einer Mischung aus DZ und Surek analog zum Therapieschema in Abb.
4B behandelt. Eine Kontrollgruppe erhielt nur DZ als Therapie. Die Kombination aus
Surek und DZ verbesserte die Eektivität der Therapie signikant (Abb. 20) mit 100 %
Langzeitüberlebern. Alle Tiere, die die Therapie überlebt hatten, waren auch in diesem
Falle in der Lage, ein Reinokulum von B16F0-Zellen erfolgreich abzustoÿen.
Die Kombination aus DZ und Surek scheint also der alleinigen bsAk-Therapie deutlich
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überlegen zu sein und bietet somit möglicherweise neue Optionen für die Optimierung der
Tumortherapie mit bsAk im Menschen.
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Teil IV
Diskussion
Das Potenzial trifunktionaler bsAk als immunologische Agenzien konnte nicht nur in vitro
(Zeidler u. a., 1999) und in murinen Tumormodellen (Lindhofer u. a., 1996) demonstriert
werden, auch in der Immuntherapie von Krebspatienten wurden bsAk bereits erfolgreich
eingesetzt (Heiss u. a., 2005, 2010).
Während bispezische F(ab)2-Fragmente nur eine Art von Eektorzellen, z.B. T-
Zellen, gegen maligne Zellen redirigieren, rekrutieren trifunktionale bsAk zusätzlich ak-
zessorische Zellen über ihren intakten Fc-Teil. So kommt es zu einer simultanen Aktivie-
rung verschiedener Eektorzellen in einem sogenannten Tri − Zell − Komplex (Zeidler
u. a., 1999), und vor allem disseminierte Tumorzellen können eektiv getötet werden (Ruf
und Lindhofer, 2001). Wichtig für die Konstruktion trifunktionaler bsAk ist die Verwen-
dung der Isotyp-Kombination Maus-IgG2a und Ratte-IgG2b, da diese bsAk-Konstrukte
nur mit aktivierenden (FcγRI, IIa und III), nicht aber mit inhibierenden (FcγRIIb) Fcγ-
Rezeptoren auf APZ und NK-Zellen interagieren (Lindhofer u. a., 2011).
Durch die Verwendung der Isotyp-Kombination Maus-IgG2a und Ratte-IgG2b kön-
nen auÿerdem groÿe Mengen des gewünschten bsAk-Produktes kostengünstig hergestellt
werden. Durch die Fusion entsprechender Maus- und Ratte-Hybridome entstehen Qua-
dromzellen, deren Produkte zum Groÿteil bereits dem gewünschten bsAk entsprechen, da
es zu einer Spezies-restringierten Paarung von schweren und leichten Ketten kommt (Lind-
hofer u. a., 1995). Nebenprodukte lassen sich durch eine einfache Ein-Schritt-Reinigung
über Protein A-beladene Säulen und anschlieÿende Chromatographie beseitigen (Lind-
hofer u. a., 1995). Die Quadromtechnologie unter Verwendung dieser speziellen Isotyp-
Kombination ermöglicht also die Herstellung homogener bsAk in klinischem Maÿstab,
während sich bei anderen Ansätzen die aufwändige Produktion der gewünschten bsAk-
Produkte oft limitierend auf ihre Anwendbarkeit auswirkt (Chames und Baty, 2009; Peipp
und Valerius, 2002).
12.1 Untersuchung der Immunantwort nach Behandlung mit Su-
rek in vivo
Die Präsentation von Tumorantigenen durch APZ, die durch trifunktionale bsAk akti-
viert werden, induziert eine lang-anhaltende T-Zell-Antwort. In der vorliegenden Dok-
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torarbeit wurde diese Immunantwort charakterisiert. Dazu wurde das transplantierbare
B78-D14-Melanom (Haraguchi u. a., 1994) verwendet, eine vom B16-Melanom abgeleite-
te murine Melanom-Zelllinie, und der Surrogat-Antikörper Surek. Dieser bindet an GD2,
ein Gangliosid, das auf vielen Tumoren neuroektodermalen Ursprungs, wie dem humanen
kleinzelligen Lungenkarzinom, dem Gliom oder dem Melanom häug überexprimiert ist
(Chang u. a., 1992; Heiner u. a., 1987; Lipinski u. a., 1987; Wu u. a., 1986; Tsuchida u. a.,
1987). Dass Ganglioside potenzielle Zielstrukturen in der Tumortherapie darstellen, wur-
de in vitro und in Mausmodellen bereits gezeigt (Cheresh u. a., 1985; Mueller u. a., 1990).
Besonders Immunglobulin-IL-2-Fusionsproteine (Becker u. a., 1996; Hank u. a., 1996) und
bsAk (Ruf u. a., 2004), die gegen GD2 gerichtet sind, waren eektiv bei der Aktivierung
einer Immunantwort gegen Gangliosid-exprimierende Tumorzellen.
Das B78-D14-Melanom und der Surrogat-Antikörper Surek scheinen also geeignet, um
die Therapie verschiedener humaner Krebserkrankungen im Mausmodell zu etablieren
und die durch bsAk-induzierte Immunantwort zu untersuchen.
Die Behandlung mit Surek führte oensichtlich zu Entstehung eines immunologischen
Gedächtnisses (Abb. 4C), da Langzeitüberleber einer Therapie ein erneutes Inokulum
von Tumorzellen abstoÿen konnten. In vivo induzierte Surek die Proliferation von T-
Zellen, die einen aktivierten Phänotyp zeigten und vermehrt IFN-γ produzierten (Abb.
6). Obwohl durch Depletionsversuche (Abb. 5) in dem vorliegenden Modell, wie auch in
anderen Tumormodellen (Ruf und Lindhofer, 2001), gezeigt werden konnte, dass die er-
folgreiche Tumorabstoÿung gleichermaÿen von CD4+- und CD8+-T-Zellen abhängig ist,
zeigten CD8+-T-Zellen eine höhere Expression von Aktivierungsmarkern auf der Ober-
äche sowie vermehrte IFN-γ-Produktion und stärkere Proliferation als CD4+-T-Zellen.
Auch nach Restimulation von T-Zellen in vitro wurde IFN-γ vornehmlich von CD8+-
Zellen produziert (Abb. 9B). Die Bedeutung dieses Unterschieds zwischen den beiden
T-Zell-Populationen ist noch nicht geklärt und bedarf weiterer Untersuchungen.
DZ zeigten wie erwartet eine vermehrte Produktion von IL-12 und eine erhöhte Expres-
sion von Aktivierungsmarkern nach Behandlung mit Surek (Abb. 7A, B). Dies bekräftigt
die Annahme, dass DZ durch die Bildung des Tri− Zell −Komplexes aktiviert werden
und in der Lage sind, eine T-Zell-Antwort gegen den Tumor zu induzieren.
Neben der Aktivierung von T-Zellen und DZ konnte auch eine vermehrte Zytokin-
produktion in Seren von Mäusen, die mit Surek behandelt worden waren, nachgewiesen
werden. Es ist allgemein akzeptiert, dass eine eektive Antitumor-Immunantwort eher
einer Th1/Tc1- als einer Th2/Tc2-Antwort bedarf (Egeter u. a., 2000; Lüking u. a., 2008).
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Die IFN-γ-Werte in T-Zellen nach Behandlung mit Surek sowie die vermehrte Produk-
tion von IL-12 durch DZ, deuten eine Ausrichtung hin zu einer Th1-Antwort an. Auch
in Seren von Mäusen waren die Konzentrationen dieser Th1-Zytokine nach Surek-Gabe
deutlich erhöht (Abb. 7C). Dass auÿerdem Th2-Zytokinen wie IL-4, IL-5 und IL-10 (Abb.
7C) in diesen Seren gefunden wurden, steht dazu nicht im Widerspruch, da eine ezi-
ente Th1-Antwort immer auch Th2-Zytokine benötigt (Lüking u. a., 2008; Schüler u. a.,
1999). So misslingt eine Th1-abhängige Antitumor-Vakzinierung, wenn Mäuse IL-4 de-
zient sind (Lüking u. a., 2008). Schüler et al. konnten zeigen, dass in der Induktionsphase
einer Antitumor-Eektorantwort die Anwesenheit von IL-4 unabdingbar ist. Eine weitere
Erklärung für die erhöhten Werte der Th2-Zytokine geben Studien, die berichten, dass
Th1-Zellen im Zuge der Selbst-Limitierung zur Expression von Th2-Zytokinen übergehen
können (O'Garra und Vieira, 2007).
Um die durch einen bsAk induzierte T-Zell-Antwort zu untersuchen, wurden Mäuse
mit dem bsAk Surek und B78-D14-Zellen immunisiert und T-Zellen anschlieÿend isoliert.
Dadurch konnte in der vorliegenden Doktorarbeit der Immunisierungseekt eines trifunk-
tionalen bsAk zum ersten Mal eindeutig nachgewiesen werden. Nach Restimulation in
vitro konnten T-Zellen identiziert werden, die das B78-D14- und das parentale B16F0-
Melanom, nicht aber syngene Milzzellen erkannten (Abb. 9). Tumor-spezische T-Zellen
wurden nur in den Kulturen gefunden, die von Mäusen stammten, die mit Surek und B78-
D14-Zellen immunisiert worden waren, nicht aber in den Kontrollgruppen, in denen Mäuse
nur B78-D14-Zellen oder PBS erhalten hatten. T-Zellen dieser Kontrollgruppen hatten im
Gegensatz zu T-Zellen aus Tieren, die mit Surek immunisiert worden waren, auch kein
therapeutisches Potenzial (Abb. 16). Auch die Zugabe von Surek zu In-vitro-Kulturen
konnte die Behandlung mit Surek in vivo nicht kompensieren. Diese Ergebnisse stimmen
mit einem anderen Tumormodell überein, in dem gezeigt wurde, dass die Induktion in
vivo Voraussetzung für das Entstehen von T-Zellen mit einer verlängerten Überlebenszeit
und einem Tumor-protektiven Potenzial war (Lüking u. a., 2008). Eine mögliche Erklä-
rung hierfür könnte die Bildung eines einzigartigen Zytokinmilieus bei der Vakzinierung
in vivo sein (Lüking u. a., 2008).
Die Reaktivität der isolierten, Surek-induzierten T-Zellen gegen B16F0-Zellen weist
darauf hin, dass das Gangliosid GD2, das von Surek erkannt wird, keine ausschlaggeben-
de Rolle als Zielstruktur für die induzierte zelluläre Immunantwort spielt. Um spezische
Antigene, die von Surek-induzierten T-Zellen erkannt werden, zu denieren, wurde ei-
ne Reihe von Tumor-assoziierten Antigenen ausgewählt. Tatsächlich konnte Reaktivität
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der T-Zellen gegen Peptide, die von gp100, p53, Trp2 und der MAGE-A-Familie stamm-
ten, nachgewiesen werden. Auÿerdem konnten Trp2- und MAGE-A5-spezische CD8+-T-
Zellen durch FACS-Färbungen mit entsprechenden MHC-I-Multimeren identiziert wer-
den (Abb. 11, 12, 13). Die Behandlung mit dem bsAk Surek führt also zur Entstehung
einer polyvalenten Immunantwort. Dass eine polyvalente Antitumor-Immunantwort ei-
ner monoklonalen Antwort überlegen ist wurde in verschiedenen Studien demonstriert
(Lüking u. a., 2008; Kronenberger u. a., 2002, 2008). Somit bietet der Immunisierungsef-
fekt des trifunktionalen bsAk den Vorteil, dass eine Tumor-Immunevasion, beispielsweise
durch Selektion von Tumorzellen, die das erkannte Antigen verloren haben, weniger wahr-
scheinlich ist. Möglicherweise sind bsAk in diesem Kontext monoklonalen Antikörpern
überlegen. Einige Studien zeigten nämlich, dass nach der Behandlung mit dem humanen
anti-CD20-Antikörper Rituximab sowohl in Patienten (Hilchey u. a., 2009) als auch in
einem Mausmodell (Abès u. a., 2010) zwar eine T-Zell-Antwort entsteht, im Mausmodell
wurde aber gezeigt, dass die zelluläre Immunität von der Expression des Antigens CD20
auf Tumorzellen abhängig war (Abès u. a., 2010). Die T-Zell-Antwort scheint in diesem
Fall also monovalent und damit anfälliger für Tumorevasionsmechanismen zu sein.
Die Fähigkeit Surek-induzierter T-Zellen zur Lyse konnte durch Zytotoxizitätstests in
vitro (Abb. 14) und adoptiven Transfer von T-Zellen in naive Mäuse in vivo (Abb. 16) de-
monstriert werden. Der adoptive T-Zell-Transfer stellt dabei das strengste Testsystem zur
Bestimmung der Antitumor-Eektorfunktion von T-Zellen dar. Die parentale Tumorzell-
linie B16F0, die die Zielstruktur des bsAk GD2 nicht exprimiert, ansonsten aber ein ähnli-
ches Antigenmuster exprimieren sollte wie die transzierte Zelllinie B78-D14, wurde nach
adoptivem T-Zell-Transfer abgestoÿen (Abb. 16). Dieser Versuch verdeutlicht noch ein-
mal, dass GD2 keine kritische Rolle in der durch Surek induzierten Antitumor-Immunität
spielt, sondern dass die Behandlung mit Surek eine polyvalente Immunantwort hervorruft.
Weiterhin konnte in der vorliegenden Doktorarbeit gezeigt werden, dass der intakte
trifunktionale bsAk Surek dem korrespondierenden F(ab)2-Fragment und den parentalen
Antikörpern überlegen ist. Die Immunisierung mit dem F(ab)2-Fragment und den pa-
rentalen Antikörpern führte nach Restimulation in vitro im Gegensatz zur Immunisierung
mit Surek nicht zu einer nachweisbaren T-Zell-Antwort gegen die Zelllinien B78-D14 und
B16F0 (Abb. 9D). In Übereinstimmung mit der fehlenden T-Zell-Antwort waren auch die
Zytokinwerte in Seren von Mäusen nach Immunisierung mit dem F(ab)2-Fragment nicht
erhöht (Abb. 7C).
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Die dargestellten Ergebnisse beweisen die Induktion einer T-Zell-Antwort durch den
trifunktionalen bsAk Surek und denieren Spezitäten dieser T-Zellen. Auch für die kli-
nische Anwendung von bsAk könnten diese Erkenntnisse relevant sein, da die Therapie
mit bsAk wahrscheinlich neben der direkten Zerstörung von Tumorzellen auch zu einer
lang anhaltenden Antitumor-Antwort führen kann. Damit bieten sich neue therapeutische
Optionen in der Behandlung von Krebserkrankungen.
12.2 Die Rolle der DZ bei der Surek-induzierten Immunantwort
Nachdem der Nachweis Tumor-spezischer, funktionaler T-Zellen nach Immunisierung mit
Surek erbracht war, sollte die Fragestellung untersucht werden, in welchem Maÿ verschie-
dene Eektorzellen an der Surek-vermittelten Tumorzell-Lyse beteiligt sind. Auÿerdem
sollte in der In-vitro-Kultur gezeigt werden, dass die Redirektion naiver Eektorzellen
durch Surek tatsächlich zur Lyse von Tumorzellen führt.
Durch Kokultur von T-Zellen mit syngenen, aus Knochenmark generierten DZ und
B78-D14-Zellen in der Gegenwart von Surek wurden T-Zellen eektiv aktiviert (Abb.
17A, B). In Ansätzen, in denen keine DZ enthalten waren, war die T-Zell-Aktivierung
weniger stark ausgeprägt, T-Zellen zeigten eine geringere Expression von CD69 und keine
Herunterregulierung von CD62L (Abb. 17A, B). Die Zugabe von DZ zu den Kokulturen
förderte auÿerdem die Proliferation von CD8+-, nicht aber von CD4+-T-Zellen (Abb.
17C, D). Ob und warum die aktivierten DZ Signale liefern, die nur die Proliferation und
das Überleben von CD8+-Zellen unterstützen, ist bisher noch unklar und bedarf weiterer
Untersuchungen.
Wie auch schon nach Antikörper-Gabe in vivo, wurde die Aktivierung und Proliferati-
on der T-Zellen auch in den Kokulturen durch die Zytokinmuster, die in den Überständen
gefunden wurden (Abb. 18), reektiert. Erhöhte Zytokinproduktion wurde nur in den
Kokulturen gefunden, die T-Zellen, DZ, Tumorzellen und Surek enthielten. Hohe Kon-
zentrationen an IL-2, IFN-γ, GM-CSF und IL-12 und niedrigere, aber im Vergleich zu
den Kontrollen signikant erhöhte Werte der Th2-Zytokine IL-4, IL-5 und IL-10 wurden
detektiert.
Die Ezienz der T-Zell-Aktivierung durch Surek in Gegenwart von DZ konnte durch
die Induktion der Tumorzell-Lyse noch verdeutlicht werden. In Kontrollgruppen, die DZ
oder T-Zellen alleine mit oder ohne Surek enthielten, konnte keine Elimination der B78-
D14-Zellen beobachtet werden. Nur die Kombination von T-Zellen und DZ unter Zugabe
von Surek führte zur Redirektion gegen die Tumorzellen und deren Lyse (Abb. 19).
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Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass die Aktivierung von T-Zellen, die Elimi-
nierung von Tumorzellen und das Zytokinmuster, das in den Überständen in vitro gefun-
den wurde, genau den Beobachtungen entsprachen, die nach Surek-Gabe in vivo gemacht
wurden. Die in vivo gefundene T-Zell-Antwort ging mit der Aktivierung von CD11c+-
Zellen und einem gemischten Th1/Th2-Zytokinprol in den Seren immunisierter Mäu-
se einher. Die Entstehung eines immunologischen Gedächtnisses von Tumor-spezischen,
zytotoxischen T-Zellen fand nur statt, wenn der bsAk Surek mit intaktem Fc-Teil zur
Immunisierung verwendet wurde. Die Ergebnisse der Kokulturversuche stimmten mit der
Annahme überein, dass trifunktionale bsAk ezient wirken, indem sie Eektorzellen und
Zielzellen zu einem Tri − Zell −Komplex zusammenführen (Zeidler u. a., 1999). Damit
wird der Vorteil der intakten bsAk hervorgehoben, die in der Lage sind zusätzlich zu
T-Zellen auch akzessorische Immunzellen zu aktivieren. Aktivierte APZ liefern dann die
neben der Bindung der bsAk an CD3 zusätzlich benötigten Aktivierungssignale (Linsley
und Ledbetter, 1993; Boussiotis u. a., 1994) an T-Zellen.
12.3 Kombination von Surek und DZ verbessert die Therapie
Die Abhängigkeit der durch Surek ausgelösten Eekte von CD11c+-Zellen lässt vermuten,
dass der Antitumor-Eekt des bsAk in vivo durch eine kombinierte Therapie aus bsAk
und DZ verstärkt werden könnte. Wird der trifunktionale bsAk gemeinsam mit in vitro
generierten DZ appliziert, müssen endogene DZ in vivo nicht erst rekrutiert werden. Für
eine groÿe Anzahl an Antitumor-Vakzinierungsprotokollen werden in vitro generierte DZ
verwendet, die beispielsweise mit Peptiden oder Proteinen beladen sind oder mit für TAA
kodierenden Genkonstrukten transziert werden (Engleman, 2003; Melief, 2008; Valone
u. a., 2001). Verschiedene Studien zeigten, dass die Therapie mit DZ sicher und gut ver-
träglich ist. Auÿerdem scheinen für die Anwendung in der Klinik nützliche Anforderungen
an exogene DZ leicht erfüllbar zu sein. So kann z.B. die Induktion einer hohen IL-12-
Produktion durch die Anwendung geeigneter Dierenzierungsprotokolle erreicht werden
(Zobywalski u. a., 2007).
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Kombination von Surek
mit in vitro generierten DZ der Monotherapie mit Surek tatsächlich deutlich überlegen
ist (Abb. 20). In Kombination mit DZ war die zweimalige Gabe von 10 µg Surek ausrei-
chend, um 100 % der Mäuse erfolgreich zu therapieren. Als Monotherapie muss für den
gleichen Therapieerfolg die 7.5-fache Menge Surek verabreicht werden. Die kombinierte
Therapie zieht einen Vorteil aus den bereits in vitro aktivierten DZ, die die Aktivierung
von T-Zellen durch den bsAk unterstützen. Auÿerdem stellt dieser Ansatz auch eine Ver-
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besserung zur konventionellen Therapie mit DZ dar, da die DZ bei der Verabreichung
bereits mit bsAk beschichtet sind und somit die Redirektion der DZ zu den Zielzellen
sichergestellt wird.
12.4 Ausblick
Trifunktionale bsAk zeigen nicht nur groÿes Potenzial in Mausmodellen, sondern werden
auch in der Klinik bereits erfolgreich eingesetzt. BsAk mit Spezitäten, die gegen die
Tumorantigene Her2/neu und CD20 gerichtet sind, werden momentan in klinischen Stu-
dien getestet (Lindhofer u. a., 2011; Jäger u. a., 2009; Kiewe u. a., 2006; Stanglmaier u. a.,
2008). Der gegen CD3 und EpCAM gerichtetete bsAk Catumaxomab ist auÿerdem der
erste zur Behandlung von Krebspatienten zugelassene bsAk weltweit (Burges u. a., 2007;
Linke u. a., 2010).
Deshalb liegt es nahe, die in der vorliegenden Doktorarbeit gewonnenen Erkenntnisse
über die Enstehung eines T-Zell-Gedächtnisses nach Behandlung mit bsAk auf das hu-
mane System zu übertragen. Vor allem die Charakterisierung der durch bsAk ausgelösten
T-Zellantwort und der Spezitäten, gegen die eine solche Antwort gerichtet ist, ist hierbei
von groÿem Interesse. Durch die Isolierung Tumor-spezischer T-Zellen aus Blutproben
von Patienten, die mit bsAk behandelt wurden, könnten Antigenspezitäten der T-Zellen
bestimmt und damit möglicherweise neue Antigene deniert werden, die eine Rolle in der
Tumorabstoÿung spielen.
Es ist bekannt, dass DZ nicht nur eine adaptive Immunantwort induzieren, sondern
auch NK-Zellen eektiv aktivieren können (Reschner u. a., 2008). Die Interaktion zwischen
reifen DZ und NK-Zellen führt zur Proliferation und IFN-γ-Produktion von NK-Zellen
und fördert ihre zytotoxische Aktivität gegen Tumorzellen (Fernandez u. a., 1999). Die-
se Interaktion spielt auÿerdem eine wichtige Rolle in der frühen Immunantwort gegen
Tumoren zu einem Zeitpunkt, bevor sich eine adaptive Immunantwort entwickelt hat.
Die Eektivität und Polarisierung der T-Zellantwort wird zudem durch die gegenseitige
Aktivierung der beiden Zelltypen beeinusst (Reschner u. a., 2008).
Wie Abb. 5C zeigt, ist eine Therapie mit Surek nicht mehr erfolgreich, wenn vor und
während der Therapie NK-Zellen depletiert werden. Auÿerdem wurde in der vorliegenden
Doktorabeit gezeigt, dass DZ bei der Surek-induzierten Redirektion von T-Zellen gegen
Tumorzellen benötigt werden. Der genaue Tötungsmechanismus, den der bsAk auslöst,
konnte allerdings noch nicht aufgeklärt werden. Deshalb könnte die Untersuchung der
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NK-Zellen und der DZ-NK-Zell-Interaktionen neue Erkenntnisse über die Wirkweise des
bsAk liefern und möglicherweise auch zur Aufklärung des durch Surek ausgelösten Tö-
tungsmechanismus beitragen.
Da trifunktionale bsAk über CD3 an alle T-Zellen binden, sollte auch die Frage un-
tersucht werden, ob regulatorische T-Zellen (Treg) durch diese Konstrukte aktiviert und
redirigiert werden. Erhöhte Zahlen an Treg konnten in Krebspatienten gefunden werden
und korrelieren mit einer schlechten Prognose (Bates u. a., 2006; Ling u. a., 2007; Szc-
zepanski u. a., 2009). Deshalb ist es wichtig zu wissen, welchen Einuss die Behandlung
mit trifunktionalen bsAk auf Treg hat und ob sich eine Aktivierung von Treg durch bsAk
möglicherweise negativ auf den Therapieerfolg auswirkt. Im Gegensatz dazu führen das
Fehlen oder Defekte von Treg zu schweren Autoimmunerkrankungen (Buckner, 2010).
In diesem Zusammenhang wäre eine Aktivierung und Proliferation dieser Zellpopulation
durch bsAk hilfreich. So könnten Treg beispielsweise in vitro mithilfe von bsAk expandiert
und anschlieÿend als Therapie in Patienten transferiert werden.
Das genaue Verständnis der Wirkweise trifunktionaler bsAk ist also essenziell, um
Chancen und Risiken der Therapie mit diesen hochpotenten Agenzien abschätzen zu kön-
nen und diese möglicherweise auch zu verbessern. Als ersten Schritt dazu lieferte die
kombinierte Therapie von Surek und DZ im Mausmodell (Abb. 20) bereits einen vielver-
sprechenden Ansatz für eine Optimierung der Therapie mit bsAk.
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